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Zur Frage der Verteilung der Kreatinphosphorsdure 
in verschiedenen Muskeln und Organen des tierischen 
Organismus,’) 

Von 
D. Ferdmann und 0. Feinschmidt. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1928.) 


Die Untersuchungen von Eggleton?) und Fiske und 
Subbarow’), in denen diese Autoren ganz zufallig auf die in 
den Muskeln befindliche labile Verbindung von Kreatin und 
Phosphorsaiure (Phosphagen, Kreatinphosphorsiure) stieBen, 
gaben eine neue Richtung in der Erforschung des Kreatin- 
stoffwechsels, indem sie darauf hinwiesen, daB die Untersuchung 
der Rolle des Kreatins in den Muskeln auf dem Wege der 
Erforschung des Kreatin-, wie auch des Kreatinphosphorsiure- 
stoffwechsels zu erfolgen hat. 

Die von uns angestellten Untersuchungen in der Erfor- 
schung der physiologischen Rolle der Kreatinphosphorsiure 
erfolgten in der Richtung der Feststellung der Verteilung 
dieses physiologisch wichtigen Stoffes in ihrer Struk- 
tur nach verschiedenen Muskeln und Organen des 
tierischen Organismus. 


Eine solehe Untersuchungsmethode beziiglich der Rolle dieser oder 
jener fiir den Organismus wichtigen Bestandteile wurde von den Unter- 
suchern wiederholt angewandt. So untersuchten zB. Embden‘) und 
seine Mitarbeiter die Verteilung des ,,Lactacidogens in den verschie- 





’) Vorgetr. am Physiolog. KongreB des U.d.S.S. R. in Moskau den 
29. Mai 1928. 
*) Biochem. Jl. Bd. 21, S. 190 (1927). 
*) Science Bd. 65, S. 901 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 113, 8. 201 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVIII, 12 
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denen Muskeln und fanden hierbei, da8 der Gehalt der Muskeln an 
,,Lactacidogen“ um so gréfer ist, je mebr der Muskel einer raschen 
Kontraktion fahig ist. Auf eine ebensolehe Abhangigkeit zwischen der 
Funktion des Muskels und seines Kreatingehaltes weisen auch die Unter- 
suchungen von Riesser’) hin. 


Der Kreatinphosphorsiiuregehalt wurde von uns in weifen 
(Biceps fem.), roten (M. semitendinosus) und gemischten Mus- 
keln (M. adductor long.) von Kaninchen und in den weiBen 
Brustmuskeln und den roten Beinmuskeln von Hahnen unter- 
sucht. Neben der Bestimmung der Kreatinphosphorsiéure in 
den Muskeln nahmen wir gleichzeitig die Bestimmung 1. der 
anorganischen Phosphorsiure, 2. der sich bei zweistiindiger 
Autolyse eines Muskelbreies in 2°/, NaHCO, bei 45° C ab- 
spaltenden Phosphorsiiure, d. h. der Phosphorsiure des _,,Lacta- 
cidogens“, 3. des gesamten Kreatins und 4. des Gesamtstick- 
stoffs vor. 


Die Bestimmung der Kreatinphosphorsiure erfolgte nach von uns 
ausgearbeiteten und vor kurzem beschriebenen Methode.*?) Die Bestim- 
mung sowohl der Phosphorsiure der Kreatinphosphorsiiure, wie auch 
der unorganischen Phosphorsiure und der sich nach zweistiindiger Auto- 
lyse zu 2°/,iger NaHCO,-Lésung bei 45° C abspaltenden Phosphorsiure 
(des Lactacidogens) wurde auf colorimetrischem Wege nach der Methode 
von Fiske und Subbarow’) vorgenommen. 

Die Bestimmung des Kreatins erfolgte an kleinen Muskelstiicken 
von 250—600 mg Gewicht, die in einem Porzellanmérser mit Quarz- 
sand in 5 eem 5°/,iger NaCl-Lésung sorgfaltig verrieben wurden. Die 
zerriebene Masse wurde dann in ein breites Probierglischen gebracht 
und unter Erwiirmen wurde mit Essigsiure das Eiwei8 ausgefillt. Das 
Kreatin wurde mittels vierfachen Kochens der Muskelsubstanz mit 10 ecm 
5°/,iger NaCl-Lisung vollstiindig ausgezogen. Die Uberfiihrung des 
Kreatins in Kreatinin, ebenso wie colorimetrische Bestimmung des letz- 
teren wurde in gewohnlicher, in unserem Institut iiblichen Weise‘) aus- 
gefihrt. 


In der Tab. 1 sind die Ergebnisse der Versuche an Kanin- 
chen angefiihrt. Sie zeigen, daB im M. biceps fem. der 
Kreatinphosphorsiuregehalt um vieles gréBer ist als 





1) Diese Zs. Bd. 120, S. 189 (1922). 

*) Ferdmann, Diese Zs. (1928). 

8) a. a. O. 

*) Vgl. A. Palladin, Biochem. Zs. Bd. 183, S. 91 (1922). 
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im M. semitendinosus. Der M. adduct. long., der seiner 
Struktur nach die Mitte zwischen den eben genannten Muskeln 
einnimmt, enthalt in der Regel weniger Kreatinphosphorsiure 
als der M. biceps femoris, aber mehr als der M. semitendi- 
nosus (vgl. Figur). 

Unsere Lactacidogenbestimmungen bestitigen die Angaben 
yon Embden beziiglich des Gehaltes dieser Substanz in ver- 
schiedenen Muskeln. Die weiBen Muskeln erwiesen sich auch 
bei uns als lactacidogenreicher als die roten. Ebenso waren 
die weiBen Muskeln reicher an Kreatin als die roten und ge- 
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Kreatinphosphorsauregehalt in den weifen und roten Muskeln von Kaninchen und Hahnen. 


mischten, worauf schon Pekelharing und Hoogenhuyze 
und Riesser hinwiesen. 

Die gleichen Resultate bekamen wir bei der Untersuchung 

der Brust- und Beinmuskulatur des Hahnes (Tab. 2). Die 
Brustmuskeln (weiBe Muskeln) waren immer an Kreatin- 
_phosphorsiure (vgl. Figur), Kreatin und Lactacidogen, reicher 
als die Beinmuskeln (rote Muskeln). 
Die in dem Stab 9, Tab. 1 und Stab 10, Tab. 2 angefiihrten 
-Zahlen weisen darauf hin, daB in den weiBen Muskeln sowohl 
bei Kaninchen wie bei Hihnen von der genannten Kreatin- 
“menge beinahe 30°/, mit Phosphorsiiure gebunden waren. In 
den gemischten und roten Muskeln war diese Menge gebun- 
denen Kreatins um vieles geringer. Dies weist auch darauf 
12* 
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Tabelle 1. Kaninchen. 
% acs B'S oh eE |e 5 
3 ied | n° SS ee ~% @ 5 $° 2. 
! mn 2 e os lan eS] ~ 16m Leaks 
B 42) 82 (3.382) © | x [2272 
> s& Muskel i Fo james oa] & | RE ~lo Ee 
om roo AS o ‘a ~ = snp ~ &s 
pio ° Mma jf noe | & SF 122 ~-}-=:* 
r<B) + of} 2 >= a8 2 4 = a a 
- Of |] si less. Oo] : Smee mes 
t Bola leseet SO je4 [245° 
A - ma}  |AdA~e |j2& |<" 
Biceps femor. | 0,113 | 0,111 0,362 °/, | 0,556 | 3,62 | 0,151 27 
1 Adductor long. | 0,085 | 0,207] 0,218 | 0,512 | 3,51 ]O118 | 24 
Semitendinosus | 0,069 | 0,171 | 0,278 | 0,402 | 3,57 |0,092 | 23 
Biceps femor. | 0,102 | 0,176 | 0,212 | 0,515 | 3,47 | 0,136] 2 
2 | Adductor long. | 0,073 | 0,212 | 0,205 | 0,470 | 3,66 |0,097 | 21 
Semitendinosus | 0,066 | 0,273 0,252 0,366 | 3,50 | 0,088 27 
Biceps femor. | 0,122 | 0,140 0,282 0,545 | 3,57 | 0,166 30 
3 | Adductor long. | 0,085 | 0,200 0,189 0,570 | 3,60 | 0,113 20 
Semitendinosus | 0,066 | 0,203 0,151 0,386 | 3,45 | 0,086 22 
Biceps femor. 0,135 | 0,118 0,256 0,572 | 3,65 | 0,172 30 
4 | Adductor long. | 0,102 | 0,183 | 0,157 | 0,493 | 3,72 [0,186 | 27 
Semitendinosus | 0,079 | 0,215 0,120 0,348 | 3,60 | 0,105 80 
Biceps femor. 0,115 | 0,106 0,338 0,556 | 3,50 | 0,153 27 
5 Adductor long. | 0,082 | 0,199 | 0,215 | 0,517 | 3,47 ]0,109 | 21 
Semitendinosus | 0,063 | 0,241 0,164 0,409 | 3,45 | 0,089 20 
Tabelle 2. Hiahne. 
1) oo | @. in” Gal im 3 if zlas [S°:9 
3 D © a ct olf =~ QQ isalk & 2 i 
Ee 45 | $= aczes! = | 7 ess joe 
© oS +7 alesa|“ai 8 
> 5] Muskel “a | 8s lsenga| ¢ | & (efeszi e 
1 So | PE la Soke] = SE jae 52] - =! 
® ~S oO Oo asa oa) 3S _ = SS wa yy 
ne Of | EM fesers| Bg | Ss [Seals [Eh 
: as | < oe acd 6 [esle 5 [os 
. i -— Sak 4 — “3. Gi 
aa [Re] isa ‘a el 
Brustmuskel | 0,094 | 0,194 0,234 °/,] 0,568] 3,80 14,8 | 0,123) 2! 
' Vf Beinmuskel | 0,035 | 0,259 | 0,133 | 0,415] 3,52 [3,8 | oo4s| 
. Brustmuskel | 0,117 | 0,221 | 0,392 0,543] 3,67 14,7 | 0,153! 23 | 
“ || Beinmuskel | 0,051 | 0,205 | 0,218 | 0,367] 3,28 [3,6 | 0,067| 13 
¢ 
, Brustmuskel | 0,180 | 0,157 0,390 0,556] 3,40 15,2 | 0,173] 80 . 
“ \| Beiumuskel | 0,032 | 0,224 | 0,202 | 0,878] 3,14 3,8 | 0,042] 1 
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hin, daB neben der Kreatinphosphorsiure in den Muskeln viel 
freies, d. h. nicht an Phosphorsiure gebundenes Kreatin vor- 
kommt. 

Tabelle 3. 
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Muskelmagen der Taube 


0,174 


- ~ - 0,023 0.138 — 0.102 — 

‘ des Hahnes | 0,013 | 0,142 0,130 0,125 | 2,80 

7 ae. 0,013 | 0,070 0,180 0,123 | 2,94 

: a 0,017 | 0,160 0,114 0.116 | 2,58 

Herz der Taube 0,049 0,276 oan 0.248 — 
OO * 0,049 0,216 — 0,248 — 

, des Hahnes 0,028 | 0,217 0,085 0,151 | 3.00 
“ "3 ” 0,013 0,212 0,101 0.179 2,78 

s 7 . 0,022 0,141 0,079 0,195 2,65 
Kaninchens 0,022 | 0,174 ‘ 0,235} — 

ry’ % - 0.022 0,145 0,091 0.249 2.24 
Milz .,, vs - « f QOIG 0,126 — — “aes 
‘i és ie 0.013 — — _ — 
Testes des Hahnes 0,013 | 0,070 0,180 0.050 | 1,30 
= - - ‘ 0,013 0,117 0,161 0,053 1,24 
Uterus des Kaninchens 0,016 0.076 0,139 0.04 — 

















™ - én 0,013 0,088 $5 : 1,52 
Niere i ‘ 0 0,126 0.332 0,058 2,03 
a 9s - 0 0,136 0,253 0.021 2,08 

‘ » Habnes 0 0,120 0,164 -— -- 


Hier ist die Bemerkung zu machen, daS im ruhigen, unberiihrten 


Muskel diese Beziehung zwischen Kreatinphosphorsat 
gehalt héchstwahrscheinlich noch viel gréBSer ist al 
stellung, da bei der Bestimmung der Kreatinphosphe 


schon beim Herausschneiden der Muskelstiickechen eine 
Spaltung hervorgerufen wird. 


Die Kreatinphosphorsiiure wurde von uns auch i 
glatten Muskulatur untersucht 
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im Gegensatze zu Eggleton’), ihr Vorkommen im Muskel- 
magen der Végel und der Gebirmutter der Kaninchen festzu- 
stellen. Doch findet sie sich hier in viel geringerer Menge 
als in den willkiirlichen Muskeln (bekanntlich ist der Kreatin- 
gehalt der glatten Muskeln ebenfalls auBerordentlich gering), 

Die Untersuchungen iiber den Gehalt verschiedener Organe 
an Kreatinphosphorsiiure (Tab. 3) ergaben ihr Vorkommen in 
der Milz bei den Kaninchen und in den Hoden bei Hiahnen. 
In den Nieren konnten wir sie weder bei den Kaninchen, noch: 
bei den Hihnen feststellen. 

Im Herzmuskel der Siuger (Kaninchen), wie auch der 
Vogel findet sich, wie unsere Untersuchungen zeigten, Kreatin- 
phosphorsiure. 

Die Tatsache, daB ein bestimmtes Verhaltnis besteht 
zwischen dem Gehalt der Muskeln an Kreatinphosphorsiure 
und an ,,Lactacidogen“, spricht vielleicht dafiir, daB im 
Stoffwechsel dieser beiden Substanzen im Organismus eben- 
falls eine bestimmte Beziehung bestehen mu. Anderseits 
weist aber auch die Gegenwart von Kreatinphosphorsiure in 
den verschiedenen Organen des tierischen Organismus auf die 
wichtige Rolle hin, die die Kreatinphosphorsiure in den Stofi- 
wechselprozessen des Organismus zu erfillen hat. 


Zusammenfassung. 


1. Die weiBen Muskeln sind reicher an Kreatinphosphor- 
siiure als die gemischten und roten Muskeln. 

2. Die Kreatinphosphorsiure bildet in den weiSen Muskeln 
ungeliibr 30°/, des gesamten in den Muskeln sich vorfindenden 
Kreatins. In den roten Muskeln ist dieser prozentuelle Ge- 
halt viel geringer. 

3. Die Kreatinphosphorsiure findet sich in geringen Mengen 
auch in der glatten Muskulatur. 

4. Die Kreatinphosphorsiure kommt auch in der Milz, 
den Hoden, der Gebiirmutter, dém Magen und im Herz vor. 

5. In der Niere konnte Kreatinphosphorsiure nicht fest- 
gestellt werden. 





1) Jl. of Physiol. Bd. 63, S. 155 (1927). 











Uber den Gehalt der weiSen und roten Muskeln von 
Meerschweinchen an Kreatinphosphorsiure, Kreatin und 
Lactacidogen. 

Von 
Alexander Palladin und S. Epelbaum. 


Mit 2 Figuren im Text, 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Juli 1928.) 


Die Untersuchungen von Fiske und Subbarow') und 
Eggleton’), welche festgestellt haben, daB in den Muskeln 
ein bedeutender Teil von Kreatin nicht in freiem Zustande, 
sondern in Verbindung mit der Phosphorsiure (Kreatin- 
phosphorsaiure, Phosphagen) sich befindet, daB8 ferner die 
Kreatinphosphorsiiure bei der Muskelkontraktion zersetzt und 
wihrend der darauffolgenden Ruhepause aufs neue synthesiert 
wird, geben neuen AnlaB® zur Forschung iiber die Rolle der 
N-haltigen Muskelstoffe bei der Muskeltitigkeit, insbesondere 
aber zur Forschung iiber die Rolle des Kreatins, dessen Be- 
deutung im ProzeB der Muskelkontraktion zurzeit véllig un- 
bekannt ist. 

Schon die ersten Arbeiten mit der Kreatinphosphorsiure 
[Fiske und Subbarow, Eggleton und Meyerhof?*)] haben 
vor dem Forscher manche Fragen aufgeworfen, wie z.B. ob 
ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt des Gesamtkreatins 
und der Kreatinphosphorsiiure, zwischen dem Gehalt der letz- 


1) Science Bd. 65, 8. 401 (1927). 
*) Biochem. Jl. Bd. 91, S. 190 (1927); Jl. of Physiol. Bd. 63, 8.155 
(1924). 


*) Biochem. Zs. Bd. 191, S. 106 (1927). 
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teren und des ,,Lactacidogens“ besteht, ob ferner in weiBen und 
roten Muskeln der Kreatinphosphorsiuregehalt der gleiche ist. 

Um diese Fragen beantworten zu kénnen, muB zuallererst 
der Gehalt der Kreatinphosphorséure in verschiedenen Muskeln, 
den weifen und den roten, in denen, wie wir es dank der 
Arbeiten von Embden und Adler’), Lyding?) und Riesser’‘) 
wissen, der Kreatin- und Lactacidogengehalt verschieden ist, 
klargestellt sein. 

Entsprechende Untersuchungen an weiBen und roten Mus- 
keln von Kaninchen und Hiahnen sind in unserem Institut von 
Ferdmann und Feinschmidt‘) ausgefiihrt worden. 

Die vorliegende Untersuchung haben wir an den verschie- 
denen Muskeln von Meerschweinchen durchgefihrt, wobei 
wir uns ausschlieBlich erwachsener Tiere bedienten. 

Als Vertreter der weiBen Muskeln hat uns der M. biceps 
femoris, als der roten des M. semitendinosus gedient; 
auBerdem haben wir auch Herzmuskeln dieser Tiere, die be- 
kanntlich am iirmsten an Kreatin- und Lactacidogengehalt 
sein sollen, der Untersuchung unterzogen. In den Muskeln 
wurde der prozentuelle Gehalt des Gesamt-N (nach der Me- 
thode von Folin-Gulick), der gesamte Kreatingehalt [nach 
der in unserem Institut fiir geringe Gewichtsmengen angenom- 
menen modifizierten Methode von Riesser-A. Palladin )] und 
ferner der Gehalt an Kreatinphosphorsiure, der wahren an- 
organischen Phosphorsiure und der Phosphorsiiure des ,,Lacta- 
cidogens“ bestimmt. Die Bestimmung der Kreatinphosphorsiure 
wurde nach der in unserem Institut von Ferdmann’®) aus- 
gearbeiteten Methode ausgefiihrt. 

In der T'ab.1 sind die Resultate von finf von unseren 
Analysen von Meerschweinchenmuskeln zusammengestellt. 

Die Ergebnisse iiber den Kreatingehalt in roten und 





1) Diese Zs. Bd. 113, S. 901 (1921). 

2) Diese Zs. Bd. 113, 8. 223 (1921). 

5) Diese Zs. Bd. 120, S. 189 (1922). 

4) Ferdmann u. Feinschmidt, Diese Zs. 178, S. 173 (1928). 
5) A. Palladin, Biochem. Zs. Bd. 133, S. 89 (1922). 

6) D. Ferdmann, Diese Zs. 178, 8. 52 (1928). 
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weiBen Muskeln bestitigen die von Riesser erhaltenen Resul- 
tate in der Hinsicht, daB die weiBen Muskeln einen 
gréBeren Kreatingehalt aufweisen als die roten. Der 
M. biceps femoris des Meerschweinchens enthielt stets mehr 
Kreatin als der des semitendinosus. 





























Tabelle 1. 
Normale Meerschweinchen. 
‘ ae yore 
In °/, der frischenMuskelsubstanz |.2 5*.5 In lo 
nae y 3 . eld. frisch. 
ay jl. @ luo lees MS 
7 | eo 2PwmlieBoolD So Pilg .Y 
: | & law | oe loa SiS.8 si: ot 
Nr. Muskelart = j — - es oc 4 a. 5 — & < - 
= 3 (Sb |] 5 6 ‘e).5 8 laa ti ogo 
oo 5) S OglOsS ales Els adl~ eee 
2 * Iigg/ is | 2 0/2 8 S14 ao As = 
os | M |e P| "23 eo Peels oz 20 @ 
| nast | BA PR Hee Loo] SE 
Dy wes en pe 
| Biceps 3,75 0,568 | 4,64 0,332 0,130 0,174 | 30,63 | 0,212 
1 Semitend. — 0,508} — 0,082, — a met 


Herzmuskel | 3,00 0,307 | 3,27 0,072 0,019 0,025 | 8,14 | 0,205 


Biceps 8,36 0,472/ 4,48 0,316| 0,139 0,185 | 30,19 | 0,199 
2 4| Semitend. | 3,10 0,469 | 4,84 | 0,268 | 0,069 0,093 | 19,83 | 0,291 
Herzmuskel | 2,92 0,307 | 3,35 | 0,098 | 0,013 (0,017 | 5,53 | 0,268 


Biceps 8,83 0,532 | 4,48 0,401| 0,101 0,135 | 25,37 | 0,224 


Semitend. | 3,62 0,481 | 4,26 | 0,382/0,053 0,070 114,55 | 0,234 
Herzmuskel | 3,24 0,324 | 3,18 0,076 | 0,019 0,025 | 7,71 | 0,246 


wo 
—— 


| Biceps 8,64 0,610 | 5,36 0,363 0,136 0,182 | 29,83 | 0,212 
4 }] Semitend. | 3,27 0,486 | 3,18 | 0,243] 0,047 0,063 | 12,96 | 0,278 
t enwetel 8,10 0,348 | 3,58 | 0,142} 0,016 0,021 | 6,04 | 0,278 





{| Biceps 8,30 0,507 | 4,91 | 0,360 | 0,107 0,143 | 28,20 | 0,196 
5 Semitend. |3,13 0,464 4,72 0,268| 0,035 0,047 | 10,13 | 0,272 
Herzmuskel | 2,90 0,305 3,38 0,123 0,019 0,025 | 8,19 | 0,2 

















Wir haben jetzt mehr Kreatin in den oben genannten Muskeln 
von Meerschweinchen gefunden, als es in Untersuchungen von A. Palla- 
din und Kudrjawzewa') angegeben war. Die Ursache liegt unserer 
Meinung nach erstens darin, da8 in den letztgenannten Untersuchungen 
die Bestimmungen an der Gesamtmuskulatur von Meerschwein- 
chen gemacht waren, dagegen untersuchten wir nur M. biceps 
femoris und M. semitendinosus; zweitens, daB immer, trotz achtsamer 
Reinigung von Fett und Bindegewebe, etwas yon dem Bindegewebe und 





‘) Biochem, Zs. Bd. 152, S. 373 (1924). 








182 Alexander Palladin und S. Epelbaum, 


von den Sehnen in der Muskelmasse bleibt, wenn man die ganze Mus. 
kulatur durch die Fleischmaschine dreht. Wir haben hier dagegen nur 
ganz kleine Stiickchen von entsprechenden Muskeln ausgeschnitten (300 
bis 400 mg) und mit Hilfe der Torsionswage abgewogen, und konnten 
deswegen nur reine Muskelgewebe haben. 


Die Bestimmung des ,,Lactacidogens“ erwies in volliger 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Arbeiten von Emb- 
den, daB dasselbe Verhiltnis auch fiir den Lactacidogengehalt 
der weiBen und roten Muskeln von Meerschweinchen giiltig ist. 

Was die Kreatinphosphorsaure anbelangt, so haben 
unsere Bestimmungen ergeben, daB bei Meerschweinchen 
der M. biceps mehr Kreatinphosphorsaure enthielt als 
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Fig. 1. Kreatinphosphorsduregehalt in verschiedenen Muskeln. 


der M. semitendinosus. In dieser Hinsicht haben die Resu!- 
tate unserer Untersuchungen, ebenso wie die Untersuchungen 
von Ferdmann und Feinschmidt gezeigt, daB der Krea. 
tinphosphorséuregehalt in den weiBen Muskeln stets 
ein gréBerer ist als in den roten (Fig, 1). 

Die Herzmuskeln der Meerschweinchen haben sicli 
als besonders arm an Kreatin- und Lactacidogengehalt, 
sowie an Kreatinphosphorsiure erwiesen. 

Kin anderes Verhiltnis sehen wir in dem Gehalt der an- 
organischen Phosphorsiure in den Muskeln des Meerschwein- 
chens; wie man aus Tab.1 ersehen kann, sind die roten Mus- 
keln stets reichhaltiger als die weiBen, was vollkommen mit 
den Angaben von Ferdmann und Feinschmidt iiber die 
Muskeln von Kaninchen und Hiahnen ibereinstimmt. 
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Tabelle 2. 
Normale Meerschweinchen. 

In °/, der frischen Muskelsubstanz 328 In °/, 

oar ae Cd BB J frisch, 
Meer- | A leu ly 8eb3efaig| MS 

schwein- 2 e 4 ai 39 Io 2.5 barn ze: ‘ - 
chen-Nr i é 35 os gs 7 $ és i eo x 3 
Muskelart: Biteps. 
1 8,15 0,568 | 4,64 0,332 | 0,130 0,174 | 30,63 | 0,212 
2 3,36 0,472 4,48 0,316 0,139 0,185 | 30,19 | 0,199 
3 3,83 0,532 4,43 0,401 0,101 0,135 | 25,37 | 0,224 
4 3,64 |0,610 5,36 0,368 0,136 0,182 | 29,83 | 0,212 
5 3,30 | 0,507 4,91 0,360 0,107 0,143 | 28,20 | 0,196 
Minimum | 3,30 0,472 4,43 0,316 0,101 0,185 25,37 0,196 
Maximum | 3,83 | 0,610 | 5,36 | 0,401 | 0,139 | 0,185 | 30,63 | 0,224 
Mittel | 3,56 | 0,538 | 4,76 | 0,354 | 0,123 0,184 28.84 | 0,209 
Muskelart: Semitendinosus. 
1 — /0,508  — | 0,082 | _ | em 
2 3,10 0,469 4,34 | 0,268 | 0,069 | 0,093 | 19,83 | 0,291 
3,62 0,481 4,26 | 0,882 | 0,053 0,070 1455 | 0,234 
3,27 0,486 3,18 | 0,243 | 0,047 | 0,068 | 12,96 | 0,278 
5 3.13 0,464 | 4,72 |0,268 | 0,035 | 0,047 | 10,13 | 0,272 
Minimum | 3,10 0,464 | 3,18 | 0,082 |0,035 0,047 | 10,13 | 0,234 
Maximum | 3,62 | 0,508 | 3,84 | 0,382 | 0,069 0,093 | 19,83 0,291 
Mittel ,28 | 0,482 | 4,25 | 0,249 | 0,051 0,068 | 14,37 | 0,269 
Muskelart: Herzmuskel. 

1 3,00 0,307 3,27 0,072 0,019 | 0,025 | 8,14 | 0,205 
2 2.92 | 0,307 | 3,35 | 0,098 10,013 | 0,017 | 5,53 | 0,268 
3 3,24 | 0,824 | 3,18 |0,076 |0,019 {0,025 | 7,71 | 0,246 
4 8,10 | 0,348 | 3,58 aici (0,016 |0,021 | 6,04 | 0,278 
. = 2.90 | 0,305 | 3,38 10,128 10,019 | 0,025 8,19 | 0,275 
Minimum | 2,90 | 0,305 | 3,18 0,072 | 0,013 0,017 | 5,53 | 0,205 
Maximum | 3,24 / 0,848 3,58 0,142 0,019 0,025 | 819 | 0,278 
Mittel | 3,05 | 0,318 | 3,85 0,102 | 0,017 0,023 | 7,12 | 0,254 
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Aus Tab. 2 geht es deutlich hervor, daB die weiBen Mus- 
keln nicht nur absolut reicher an Kreatinphosphorsiure sind, 
sondern daB das Verhiltnis zur gesamten Menge des Kreatins 
auch ein gréBeres ist. In den weiBen Muskeln (M. biceps) ist 
ein gréBerer Prozentsatz von Kreatin mit der Phosphorsiure 
verbunden als in den roten Muskeln. In den ersteren sind etwa 
28 Proc. der gesamten Menge von Kreatin als Kreatinphosphor- 
siure enthalten, wogegen in den roten Muskeln es nur 10 bis 
19°/, sind (Fig. 2). 
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Vig. 2. Prozentsatz yon mit Phosphorsiure verbundenem Kreatin in verschiedenen Muskeln. 


Ks ist durchaus interessant, darauf hinzuweisen, daB in 
den weiBen Muskeln verschiedener Tiere ungefihr der gleiche 
Prozentgehalt Kreatin auf das gebundene Kreatin fiallt, denn 
nach Arbeiten von Ferdmann und Feinschmidt sind im 
M. biceps des Kaninchens auch etwa 28°/, und in den Brust- 
muskeln der Hihne etwa 26°/, des Kreatins als Kreatinphos- 
phorsiure enthalten. 

Was die roten Muskeln anbelangt, so enthalt der M. semi- 
tendinosus des Meerschweinchens einen geringeren Prozent- 
gehalt Kreatin als Kreatinphosphorsiiure (etwa 10—19°/,), wie 
der M. semitendinosus des Kaninchens, indem etwa 20—30°/, 
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des gesamten Kreatins an Phosphorsiure gebunden sind. Die 
roten Muskeln der Hahnpfote sind noch drmer an Kreatin- 
phosphorsiure. 

Wenn man nun die von Ferdmann und Feinschmidt 
sowie von uns erhaltenen Resultate iiber den im Vergleich 
mit den roten Muskeln absoluten, wie relativen Kreatinphos- 
phorsiuregehalt der weiBen Muskeln damit vergleicht, daB die 
Leistungsfahigkeit dieser Muskelarten eine verschiedene ist, 
daB ferner die weifen Muskeln zur raschen Kontraktion fahig 
sind, so kommt sofort die Vermutung auf, daB die Kreatin- 
phosphorsaéure eine bestimmte Rolle im ProzeB der Muskel- 
tiitigkeit spielen muff, und daB ferner der gréSere Gehalt der 
weiBen Muskeln an Kreatinphosphorsiure, sowie an Lacta- 
cidogen, vielleicht in irgendeinem Zusammenhang zur Fahigkeit 
der raschen Kontraktion stehen kann. 


Zusammenfassung. 


1. WeiBe Muskeln von Meerschweinchen (M. biceps femoris) 
sind reicher an Kreatinphosphorsiure, Kreatin und_,,Lact- 
acidogen“ als die roten Muskeln (M. semitendinosus). 

2. In den weiBen Muskeln ist ein gréBerer Prozentsatz 
von Kreatin mit der Phosphorsiure gebunden (als Kreatin- 
phosphorsiure) als in den roten Muskeln. 

3. Der gréBere Gehalt der weiBen Muskeln an Kreatin- 
phosphorsiure steht wahrscheinlich in einem engen Zu- 
Sammenhang mit der Leistungsfihigkeit dieser Muskeln. 


























Uber Beziehungen der Gallensiuren zum Nahrungs- 
cholesterin. 
Von 
K. Loeffler. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Pafhologischen Instituts der Universitat Freiburg-) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1928.) 


Nach dem Choleinsiiureprinzip von Wieland und Sorge?) sind 
die Additionsverbindungen der Fettstoffe mit Desoxycholsiiure wasser- 
léslich und die Autoren vermuten, daf sie dadurch leichter resorbierbar 
sind. Auch das Cholesterin geht eine solehe wasserlésliche Verbindung 
mit der Desoxycholsiiure ein. Die erste biologische Untersuchung iiber 
die EKinwirkung von Gallensiiuren auf die Cholesterinresorption wurde 
von Schénheimer?”) unternommen: Bei einmaliger Fiitterung von 
Kaninchen mit Cholesterinél in Ollésung stieg der Cholesteringehalt des 
Serums kaum an, und das Serum triibte sich nicht. Dagegen konnte 
man bei gleichzeitiger Fiitterung von Desoxycholsiure und Cholesterin 
einen betrichtlichen Anstieg des Cholesterins im Serum und eine deut- 
liche lipimische Triibung desselben feststellen. Damit war die von 
Wieland und Sorge vermutete leichtere Resorbierbarkeit des Chole- 
sterins jedenfalls fiir die Anwesenheit griéBerer Mengen von Desoxy- 
cholsiiure bewiesen. Andere Gallensiuren, vor allem die Cholsiiure, 
waren bisher in dieser Beziehung noch nicht untersucht worden. 


Da die Gallensiuren und insbesondere die Desoxychol- 
siure die stairksten bekannten Cholagoga sind [Pohl*)], muBte 
man daran denken, daB diese Substanzen neben der Resorp- 
tionsbeschleunigung zugleich eine schnellere Ausscheidung des 
Cholesterins mit der Galle bewirken und somit gewissermaBen 
Beschleuniger des kleinen Cholesterinkreislaufes (Darm—Leber— 
Galle—Darm) darstellen, Wenn die Gallensiiuren nur eine 





1) Wieland u. Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S. 1 (1916). 
*} Schénheimer, Biochem. Zs. Bd. 147, S. 258 (1924). 
*) Pohl, Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 30, 8, 423 (1922). 
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schnellere Resorption, aber nicht gleichzeitig eine beschleunigte 
Ausscheidung hervorrufen wiirden, so miiBte es zu einer Chole- 
sterinstauung in der Leber vielleicht auch weiterhin im ganzen 
Organismus kommen, was fiir die neuerliche Gallensiuretherapie 
yon Bedeutung wire. Ein guter Mafstab fiir die Cholesterin- 
stauung ist neben der chemischen Untersuchung die sogenannte 
experimentelle Cholesterinkrankheit, die bei Fiitterung mit 
eroBen Mengen Cholesterin nicht nur beim Kaninchen {A nitsch- 
kow usw.+)|, sondern entgegen allen bisherigen Angaben sich 
auch bei allen anderen Laboratoriumstieren leicht erzeugen 
liBt [Yuasa’*)]. Der KinfluB der Gallensiuren auf die Ent- 
stehung dieser experimentellen Cholesterinkrankheit konnte 
Aufschlu8 dariiber geben, ob diese Cholagoga nur die Resorp- 
tion beschleunigen (der Anstieg des Cholesterins im Blut und 
die Ablagerung in den Organen miifte dann viel bedeutender 
sein) oder ob sie zugleich die Ausscheidung regulieren und 
damit die Ablagerung unmdglich machen. 

Die Versuche, die auf Anregung von Herrn Schénheimer 
unternommen wurden, sind hauptsiichlich an Miusen durch- 
gefiihrt worden, da mit diesen Tieren sich ein gréBerer Versuch 
ansetzen JaBt und sich die Maus nach den Untersuchungen von 
Yuasa besonders gut mit Cholesterin speichern laBt. Auerdem 
wurde derselbe Versuch mit Kaninchen wiederholt, da bei diesen 
die experimentelle Cholesterinkrankheit am eingehendsten er- 
forscht worden ist [s. Hueck und Versé?)}. Es wurden mit dem 
Cholesterin zugleich Desoxycholsiiure oder Cholsiure *) verfiittert. 

Der Miauseversuch dauerte 4—84 Tage. Die Gallensauren 
und das Cholesterin wurden der Nahrung beigemengt. Da die 
Tiere zuerst die Gallensiiuren ablehnten (wahrscheinlich wegen 
des bitteren Geschmackes der geringen Menge des Alkalisalzes, 
das sich schon im Speichel bildet), wurde vorerst auf die Chol- 
siurefiitterung verzichtet und aus der Desoxycholsiiure Chole- 

) Zieglers Beitriige Bd. 56, S. 379 (1913). 

*) a. a. O. Erscheint gleichzeitig in Zieglers Beitrigen. 

*) XX. Tagung d. patholog. Gesellsch. Wiirzburg 1925. 

*) Die Gallensiurepriiparate wurden in dankenswerter Weise von 
der Firma Riedel A.-G. zur Verfiigung gestellt. 








188 


K. Loeffler, 


sterin—Choleinsiure hergestellt, die véllig geschmacklos ist und 


von den Miusen sofort genommen wurde. 


AuBerdem wurde 


noch Cholesterin zugelegt, so daB die Tiere als tagliche Dosis 
im ganzen 20mg Cholesterin—Choleinsiure und 50mg Chole- 
sterin erhielten. Die Substanzen wurden mit 200 mg Schweine- 
schmalz und mit einer ausreichenden Menge eingeweichte) 


Brotes verrieben. 


Nachdem sich gezeigt hatte, daB die Miuse 


nach kurzer Zeit auch die reinen mit Fett vermengten Gallen- 
siuren zu sich nahmen, nahm ich von der weiteren Fiitterung 


Cholesterinwerte in der Mausleber. 





Die Zahlen geben den Prozentgehalt an Cholesterin in der frischen Leber an. 


Fiitterungs- 


11 


13 


dauer 


”? 





Fiitterung von 
Cholesterin ohne 
Gallensiuren 
0,54 
0,38 


0,63 
0,58 


2,53 
2,04 





Fitterung von Cho- 
lesterin mit Des- 
oxycholsiure 


1,41 
1,87 
1,70 
2.0 

1,98 


Normalwerte: 0,52 0,58 0,67. 





Fiitterung von 
Cholesterin mit 
Cholsiure 














Ge 
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der Choleinsiure Abstand und ging dazu iiber, neben der Des- 
oxycholsiure auch Cholsiure, die ja keine Choleinsiure bildet, 
zu verfittern. Sie wurde in derselben Menge gegeben wie die 
Desoxycholsiure. Zur Kontrolle erhielt eine Anzahl von Tieren 
Cholesterin allein ohne Gallensiuren. 

Die Tiere vertrugen die Fiitterung sehr gut und zeigten 
keine Krankheitserscheinungen. Als Zeichen eines gesteigerten 
Galleflusses hatten alle mit Gallensiuren gefiitterten Mause in 
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kurzer Zeit prall gefiillte, auBerordentlich vergréBerte Gallen- 
blasen, die 6fters wie ein groBer Tumor weit in die Bauch- 
hdhle hineinragten. 

Zur zahlenmiibigen Festlegung der Cholesterinspeicherung 
wurden die Lebern der Miuse auf ihren Cholesteringehalt 
untersucht. Von Yuasa war gezeigt worden, daB der Chole- 
sterinanstieg in der Leber mit der morphologisch nachweis- 
baren Speicherung des ganzen Tieres parallel geht. Die Chole- 
sterinbestimmung wurde nach Autenrieth vorgenommen, da 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVIII. 13 
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die Kleinheit des Organes eine gravimetrische Bestimmung 
nicht erméglichte. 

Zur besseren Veranschaulichung des auBerordentlich hohen 
Anstiegs des Cholesteringehaltes in der Fiitterungszeit seien 
die Werte in Kurven gegeben. Die einzelnen Punkte sind 
z. I’. Mittelwerte aus den Analysen der gleich lange gefiitterten 
Tiere. Bei alleiniger Cholesterinfiitterung geht der Anstieg 
nur langsam vorwirts, was mit dem Ergebnis von Yuasa 
iibereinstimmt. Bemerkenswert ist der rapide Anstieg bei gleich- 
zeitiger Hiitterung von Cholsiiure. Die Kurve ist fast gerad- 
linig. Desoxycholsiure ist erheblich weniger wirksam, fiihrt 
aber auch zu betrichtlich gré8erer Ablagerung als die alleinige 
Cholesterinfiitterung. 


Diese exorbitante Speicherung kam auch im makroskopischen und 
mikroskopischen Verhalten zum Ausdruck. Schon nach wenigen Tagen 
waren die Lebern der Gallensiiuretiere stark verfettet und nach einiger 
Zeit waren alle Leberzellen mit groBen anisotropen Fettropfen vdllig 
ausgefiillt. 

Eine ihnliche Wirkung hatten die Gallensiiuren auf das Kanin- 
chen. Die Versuche sind leider nicht ganz beweiskriftig, weil auf: 
filligerweise die drei Kontrolltiere, die nur mit Cholesterin ohne Gallen- 
siiuren gefiittert wurden, nicht mit der typischen Hypercholesterinimie 
reagierten. Diese vereinzelt vorkommende Resistenz gegen die Chole- 
sterinzufuhr beim Kaninchen ist sehon von mehreren Autoren beschrieben 
worden. Als Kontrolle standen allerdings Tiere zur Verfiigung, die 
gleichzeitig im hiesigen Laboratorium von Schénheimer und Yuasa!) 
bearbeitet wurden und den typischen Cholesterinanstieg im Blute zeigten. 
Im Versuch waren: fiinf mit Desoxycholsiiure-Cholesterin und fiinf mit 
Cholsiiure-Cholesterin gefiitterte Kaninchen. Die tigliche Dosis betrug 
0,3 g Cholesterin und 0,1 g Desoxycholsiiure bzw. Cholsiiure in 10 ecm 
Olivendl. Die Fiitterungsdauer betrug 16—130 Tage. Die Blut-Chole- 
sterinkurve hatte wiihrend dieser Zeit etwa denselben Verlauf wie 
die der Cholesterinkaninchen von Schénheimer und Yuasa. _ Sie 
fiel trotz fortgesetzter Fiitterung nach etwa 90—120 Tagen herab, 
ohne den Anfangswert zu erreichen {in Ubereinstimmung mit Rohr- 
schneider’) und Théldte*)]. Der Cholesteringehalt der Leber stieg 
aber auBerordentlich hoch an (bis 2,5°/, der Frisehsubstanz) und die 
anisotrope Verfettung der Leber war stiirker als sie sonst bei gleich 


') Schénheimer u. Yuasa, erscheint in dieser Zs. 
*) Rohrschneider, Virchows Archiv Bd. 256, S. 139 (1925). 
‘) Théldte, Zieglers Beitriige Bd. 77, S. 61 (1927). 
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lange gefiitterten Kaninchen beobachtet wurde (auch hier stand das 
Material von Yuasa zur Verfiigung). Ohne da also wegen Versagens 
der Kontrolltiere der exakte Beweis erbracht werden kann, weisen die 
Kaninchen ein dhnliches Verhalten auf wie die Miiuse. Auch sie 
speichern bei Anwesenheit von Gallensiiuren gréBere Mengen von Cho- 
lesterin in den Organen, ohne daB allerdings das Blutcholesterin héhere 
Werte erreicht als bei alleiniger Cholesterindarreichung. Die in den 
Organen gefundenen morphologischen Verinderungen stimmen mit den- 
jenigen tberein, die bei alleiniger Zufuhr von Cholesterin beschrieben 
worden sind; sie traten jedoch in stiirkerem Mabe und zu einem friiheren 
Zeitpunkt als sonst auf. Als weitere Kontrolle wurden je 2 Tiere nur 
mit Desoxycholsiure bzw. Cholsiure gefiittert (tigliche Dosis 0,1 g 
Gallensiure). Die Versuchsdauer betrug 53 Tage. Die gefundenen 
Cholesterinwerte im Blute und in der Leber zeigen keinen nennens- 
werten Anstieg. 

Die Gallensiuren sind also nicht in der Lage, das Cho- 
lesterin, das durch ihre Anwesenheit schneller und in gréBerer 
Menge resorbiert wird, auch ebenso schneil zur Ausscheidung 
zu bringen. Im Gegenteil, es kommt bei gleichzeitiger Fiitteé- 
rung von Gallensiuren und Cholesterin zu einer betrichtlichen 
Stauung im Organismus, zu einer viel intensiveren experimen- 
tellen Cholesterinkrankheit als bei alleiniger Cholesterinfiitte- 
rung. Bemerkenswert ist, daB die Cholsiiure eine starkere 
Wirkung als die Desoxycholsiure entfaltet, trotzdem sie keine 
Additionsverbindung mit dem Cholesterin eingeht. Ob die 
Cholsiure die Resorption noch mehr férdert als die Desoxy- 
cholsiiure, oder ob die Desoxycholsiiure die Ausscheidung mit 
der Galle mehr beschleunigt, geht aus dieser Untersuchung 
nicht hervor. Diese Frage wird am hiesigen Laboratorium 
von anderer Seite weiter verfolgt. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
Deutscher Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Uber den Argininstoffwechsel. 
II. Mitteilung.*) 
Von 
K. Felix, H. Muller und K. Dirr. 





(Aus dem Laboratorium der II. Medizin, Klinik der Universitat Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1928.) 


Das Verhalten des Arginins kann als Beispiel fiir das Schicksal 
der Aminosiiuren im Stoffwechsel tiberhaupt dienen. Den meisten von 
ihnen éffnen sich mehrere Wege fiir Abbau und Umwandlung. Auf 
einem derselben werden sie der energetischen Verwertung zugefiihrt; 
auf den anderen werden sie in sekundire Zellbausteine und andere Stoffe 
umgewandelt, die im Haushalt der Zelle und des Organismus noch eine 
wichtige Rolle zu erfiillen haben. 

Vom Arginin kennen wir bis jetzt nur einen Weg im Stoffwechsel 
niiher, die hydrolytische Spaltung in Ornithin und Harnstoff durch Ar- 
ginase. Vielleicht wird durch diese Spaltung das Kohlenstoffskelett des 
Arginins fiir den energetischen Abbau frei gemacht. Arginin, das einem 
Tier verfiittert oder injiziert wird, wird durch die Arginase quantitativ 
zerlegt. Die eine Hiilfte des Stickstoffs erscheint sehr rasch im Harn 
wieder, wihrend die Ausscheidung der zweiten Hilfte, die aus dem 
Ornithin stammt, erst spiiter erfolgt|W. H. Thompson”')|. Einen anderen 
Weg des Abbaus kénnen wir vorerst nur vermuten. Auf diesem wiirde 
die charakteristische Guanidingruppe weiter verwertet werden. Wir 
finden sie wieder im Kreatin und einem Purin, dem Guanin. 


Hinsichtlich der Bedeutung des Arginins als Muttersub- 
stanz des Kreatins stehen sich heute zwei Ansichten gegen- 
iiber, zwischen denen eine Entscheidung noch nicht zu treffen 
ist. Nach der einen soll das Arginin oxydativ abgebaut werden, 
nach dem Schema fiir den Abbau der Aminosiiuren und Fett- 
siuren im allgemeinen, wie es sich aus den Untersuchungen 





*) I. Mitteilung: K. Felix und K. Morinaka, Diese Zs. Bd. 132, 
S. 152 (1924). 
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yon F. Knoop !%) und O. Neubauer "°) ergibt. Zundchst wiirde 
iiber die Guanidinbuttersiure Guanidinessigsiure und aus dieser 
durch Methylierung das Kreatin entstehen [M. Jaffé}%)]. Eine 
Stiitze findet diese Annahme in den vergleichend biochemischen 
Untersuchungen von D. Ackermann und F. Kutscher 2), Sie 
wiesen bei den Tieren, die wie die Krebse kein Kreatin bilden, 
an seiner Stelle in den Extraktstoffen Arginin nach. Neuer- 
dings haben C. H. Fiske und J. Subbarow 1) es wahrschein- 
lich gemacht, daB das Kreatin im Muskel in Verbindung mit 
Phosphorsiure vorkommt. O. Meyerhof und K. Lohmann 
fanden weiter, daB auch das Arginin, welches bei den Krebsen 
das Kreatin vertritt, mit Phosphorsiure ebenfalls an der Gua- 
nidingruppe verbunden ist.!°) 

Die zweite Ansicht miBt dem Arginin fiir die Kreatin- 
bildung nur insofern Bedeutung zu, als seine Guanidingruppe 
das Material fiir den Aufbau der Guanidingruppe des Kreatins 
liefert, dessen Kohlenstoffrest dann einen andern Ursprung 
hitte. M. Bergmann und H. Késter haben durch Acety- 
lierung das Arginin in ein Triacetyl-anhydro-arginin tibergefihrt. 
Dieses spaltet sehr leicht Harnstoff bzw. Cyanamid ab. Bei 
Gegenwart eines Aminosiureesters, z. B. des Glykokollesters 
oder des Sarkosinesters wird die Cyanamidgruppe auf diese 
iibertragen und es entsteht im ersten Fall das Acetylderivat 
des Glykocyamins und im zweiten das des Kreatins,*) 

Durch diese Beobachtungen erhialt die Ansicht von 
O. Riesser!"), da& das Cholin die Muttersubstanz des Kreatins 
sein kénnte, eine neue Stiitze.'®) Zudem fanden KE. Abder- 
halden und P. Méller, daB Muskelbrei aus Cholin in Gegen- 
wart von Arginin oder Harnstoff Kreatin zu bilden vermag.' 
Fiir diese Art der Entstehung des Kreatins kinnte die Arginase 
insofern von Bedeutung sein, als primiir nicht Harnstoff, son- 
dern Cyanamid abgespalten wiirde und daraus nur dann Harn- 
stoff entstiinde, wenn die Méglichkeit zur Bildung des Kreatins 
nicht gegeben ist. Vorkommen des Kreatins und Verbreitung 
der Arginase gehen allerdings nicht parallel. | 

Nach der ersten Ansicht kime fiir die Kreatinbildung 
nur der Teil des Arginins in Betracht, der von der Arginase 








Os 
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nicht gespalten wird oder nicht gespalten werden kann. Ar- 
ginin, das als solches im Blute kreist, wird von der Arginase 
in der Leber zerlegt.*) Solange es noch im Eiweif oder in 
hochmolekularen Spaltprodukten des Eiweifes gebunden ist, 
passiert es die Leber zum gréBten Teil unverdndert, wie friihere 
Durchblutungsversuche mit Clupeon ergeben haben.*) Wir 
haben nun weiter untersucht, welche Veriinderungen im Arginin- 
molekiil eingreifen miissen, damit es von der Arginase nicht 
angegriffen wird. Wir stellten dazu verschiedene Derivate des 
Arginins dar und lieBen darauf Arginase bei p,, 9 und 38° 
einwirken. Die Wirkung des Fermentes haben wir an dem 
frei gewordenen Harnstofi oder, wenn ein substituierter Harn- 
stoff zu erwarten war, an der Zunahme der freien Amino- 
gruppen gemessen. Uber die Spezifitit der Arginase liegen 
bereits Untersuchungen von K. Thomas, J. Kapfhammer 
und B. Flaschentriger’), S. Edlbacher und P. Bonem 4) 
und H.Steib?*) vor. Die Ergebnisse dieser Autoren sind 
mit denen unserer Versuche in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 
Von der Arginase werden gespalten: 

d-Arginin 

d,l-Arginin zur Hilfte 

d-a-Monobenzoyl-arginin 

Ks werden nicht gespalten: 

d-Nitroarginin 

d, 1-0-Methylarginin 

d-Dibenzoylarginin 

d-Argininsiure 

Guanidinbuttersiure 

Guanidineapronsiure 

Guanidinessigsiiure 
und die entsprechenden as. Methylguanidinsiiuren 

Guanidinpropionsiiure 

d, l-o-Methylarginin 

Agmatin 

d-Argininmethy lester 

d-a-Monobenzoylargininithylester 


Wie sich aus dieser Zusammenstellung ergibt, ist die 
Spezifitit der Arginase streng begrenzt. Jede Anderung an 





a 





a 
e 
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der Guanidin- und Carboxylgruppe schiitzt gegen die Spaltung; 
die a«-Aminogruppe muB8 vorhanden sein, aber eines ihrer 
Wasserstoffatome kann durch einen Siiure- vermutlich auch 
einen Aminosiurerest ersetzt sein; Substitution durch eine 
Methylgruppe hebt die Wirkung auf. Unter Umstiinden miiBte 
sich also durch die Arginase nachweisen lassen, ob Arginin 
im Eiweif oder in einem Polypeptid nur mit der Aminogruppe 
gehunden ist. Ferner wird das von Meyerhof aufgefundene 
Phosphorylarginin sehr wahrscheinlich durch die Arginase auch 
nicht gespalten und kéunte fiir die Kreatinbildung in Betracht 
kommen. 

Die hemmende Wirkung der Veresterung der Carboxyl- 
sruppe tritt beim Monobenzoylargininithylester viel deutlicher 
in Erscheinung als beim Argininmethylester selbst. Letzterer 
wurde in unseren Versuchen ebenso wie in denen von S. Edl- 
bacher und P. Bonem®) etwas gespalten bei 38° zu 63 bis 
65°/,, bei Zimmertemperatur zu 11°/,, indem der Ester bei 
der alkalischen Reaktion erst verseift wird. Der Athylester 
des Monobenzoylarginins wird bei 38° nur zu 7°/, gespalten, 
wihrend dieses selbst zu 71°/, gespalten wird. 

Wir ziehen aus unseren Versuchen denselben SchluB wie 
Edlbacher. Er fand, da8 Agmatin, Argininmethylester, 
Guanidinessigsiure und Guanidinpropionsiure von der Arginase 
nicht und vom Arginyl-arginin nur die Hilfte angegriffen wird. 
Allerdings verwandte er das Arginyl-arginin E. Fischers, von 
dem jetzt durch L. Zervas und M. Bergmann bewiesen ist, 
daB es nicht das Dipeptid darstellt, sondern @,0-Bisguanido-n- 
valeriansiiureanhydrid, das mit freiem Arginin verunreinigt ist.?*) 

Hinsichtlich des Verhaltens des «-Monobenzoylarginins 
ist noch hervorzuheben, daB die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration bei einem anderen p,, liegt als fiir Arginin selbst. 
Die gréBte Spaltung bekamen wir zwischen p,, 6,5 und 7,5 
Kine Verschiebung des p,-Optimums infolge Anderung in 
Substrates wurde auch bei anderen Fermenten beobachtet. Hier 
mag sie ihren Grund in der Léslichkeit des Monobenzoyl- 
arginins haben. Bei alkalischer Reaktion, also auch dem 
Optimum der Arginase (p,, = 9), ist es sehr wenig lodslich. 
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Leichter lést es sich bei neutraler und vor allem saurer Re- 
aktion. Es bildet offenbar kein Alkalisalz. Die Lage des p,.- 
Optimums scheint in diesem Falle das Resultat einer Wechsel- 
wirkung zwischen den Eigenschaften der Arginase und des 
Monobenzoylarginins zu sein. Die Spaltung bei neutraler 
Reaktion wird ferner noch durch den Umstand begiinstigt, daf 
sich bei ihr das eine Spaltprodukt, das Monobenzoylornithin, 
nach 8. P. L. Sérensen, M. Héyrup und A. C. Andersen?®) 
nur wenig lést und so das Gleichgewicht im Sinne der Spaltung 
verschiebt. 


Experimenteller Teil, 


Die Arginase haben wir nach 8. Edlbacher und H. Réthler®) 
aus Kalbsleber dargestellt. 700 g frische Leber wurden zerkleinert, mit 
2100 g Glycerin gemischt und unter hiiufigem Umschiitteln 3 Tage lang 
stehen gelassen. Danach wurde durch Verbandmull koliert und der 
Riickstand noch einmal mit 630 g Glycerin ausgezogen und beide Extrakte 
vereinigt. Zur Bestimmung der Wirksamkeit haben wir 10 cem des 
Glycerinextraktes mit Wasser auf 100 cem verdiinnt, filtriert und von 
dem Filtrat 0,1, 0,3, 0,5 und 0,8 cem bei 38° und py = 9 auf 10 ccm 
einer 1°/,igen Argininldsung in Gegenwart von 5 cem Boratpuffer eine 
Stunde lang einwirken lassen. Die Spaltungen betrugen 1,8, 38,9, 5,5 
und 8,2 cem 0,02 n-Schwefelsiiure. 1 ccm enthilt somit nach der Tabelle 
von 8. Edlbacher und H. Réthler®) rund 19 Arginaseeinheiten. Unsere 
Fermentlésung ist entsprechend der gréBeren Verdiinnung bei der Ex- 
traktion etwas weniger wirksam als die jener Forscher. 

Fiir die eigentlichen Versuche haben wir jeweils 100 cem des 
Glycerinextraktes mit 200 cem Wasser gemischt, filtriert und von dem 
klaren Filtrat 10—20 cem verwendet. 

Wir haben verschiedene Derivate des Arginins dargestellt, bei 
denen die reaktionsfihigen Gruppen in wechselnder Weise substituiert 
waren. Die einzelnen Priparate wurden jeweils durch Analyse und 
Schmelzpunkt identifiziert. Beim Nitroarginin fanden wir einen anderen 
Schmelzpunkt als A. Kossel und E. L. Kennaway'*) (258° [unkorr.] 
gegen 228°). Darstellung, Verhalten und Eigenschaften des Monobenzoyl- 
arginins werden weiter unten beschrieben. 

Von den Stoffen haben wir jeweils eine genau abgewogene Menge 
in einem bestimmten Volumen Wasser, dem eventuell je nach der Lés- 
lichkeit der Substanzen Alkali oder Siure zugesetzt war, gelést, und 
einen aliquoten Teil zur Spaltung verwendet. Die darin enthaltene 
Menge Arginin geben wir in der Tab. 1 in Kubikzentimeter 0,i n-Siure 
an, die bei der Kjeldahlbestimmung verbraucht wurden. Diese Zahlen 
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enthalten nur den Argininstickstoff, nicht den des Substituenten oder 
der Sdure, wie z. B. beim Nitroarginin und Argininnitrit. 


Tabelle 1. 














Menge in Harnstoffbildung 
Substanz Pec poston 0) der 
sais 0,1n-HCl| Theorie 
d-Argininmonohydrochlorid . 8,60 3,10 79 
3,44 160 | 93 
5,16 250 | 91 
d-Argininnitrit. . ...... 1,80 0,75 83 
1,80 0,725 81 
d,l-Argininmonohydrochlorid. . . 19,70 3,60 37 
3,94 0,93 47 
d-Nitvoargimim . 0 6 tt tw 2,34 0 
0,47 0 
d-Dibenzoylarginin . . ... . 9,65 0 
19,30 0 
19,30 0 
d-Argininsiure. . . .... . 8,10 0 
8,10 0 
d-Argininmethylesterhydrochlorid . 24,00 1,35 11 
4,80 1,50 63 
4,80 1,55 65 
d-Monobenzoylargininithylester . . 23,50 0,80 
23,50 0,80 7 
23,50 0,80 











Die Lésung wurde durch Zusatz von Siiure oder Lauge auf py = 9 
gebracht, 10 cem Boratpuffer und Ferment zugegeben und 3 Tage im 
Thermostaten bei 38° unter Toluol stehen gelassen. Darauf wurde das 
Ferment durch halbstiindiges Erhitzen im siedenden Wasserbad inakti- 
viert. Zur Bestimmung des abgespaltenen Harnstoffs wurde das Gemisch 
mit 0,1 n-Salzsiiure auf py = 7 gebracht, Phosphatpuffer und eine kleine 
Messerspitze ,,Arlco“—Urease zugesetzt und 2 Stunden bei 38° stehen 
gelassen. Dann wurde das gebildete Ammoniak in der tiblichen Weise 
bei sodaalkalischer Reaktion mit Wasserdampf iiberdestilliert und be- 
stimmt. 

Da das Fermentpriparat selbst Harnstoff und Arginin enthilt, 
wurde jeweils ein Leerversuch, der an Stelle der Substanzlésung das- 
selbe Volumen Wasser enthielt, aber sonst gleich angesetzt war, aus- 
gefiihrt. Der gefundene Harnstoff wurde von dem des eigentlichen Ver- 
suchs abgezogen. 
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Beim Nitroarginin und Dibenzoylarginin wiirde die Tatsache, daf 
sich mit Urease kein Harnstoff nachweisen liBt, noch nicht gegen eine 
Spaltung durch die Arginase sprechen. Denn es wiirde Nitroharnstoff 
und Benzoylharnstoff entstehen, die beide von der Urease nicht an- 
gegriffen werden. Wir haben deswegen zur Kontrolle bei diesen Ver- 
suchen noch den freien Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt, aber 
keine Zunahme finden kénnen. 


Versuche mit d-Monobenzoylarginin. 


Das d-Monobenzoylarginin entsteht immer bei der Benzoy- 
lierung des d-Arginins nach Schotten-Baumann neben Di- 
benzoylarginin, als Hauptprodukt aber, wenn man nicht bei 
halbnormal alkalischer, sondern bei neutraler bis zehntelnormal 
alkalischer Reaktion arbeitet. 20 g Argininhydrochlorid wurden 
in 200 ccm Wasser geldst, mit 200 ccm 3,3°/, Natronlauge 
gemischt und in einer Eis—Kochsalzmischung gekihlt. Dann 
wird unter Schiitteln in kleinen Portionen Benzoylchlorid 
hinzugegeben, bis die Reaktion sauer wird. Darauf macht 
man mit verdiinnter Natronlauge wieder schwach alkalisch 
und setzt nun abwechselnd Benzoylchlorid und Natronlauge 
zu, bis 72 g Benzoylchlorid verbraucht sind. Dann wird 
angesiiuert und die ausgeschiedene Benzoesiure ausgeithert, 
darauf so viel Lauge zugesetzt, bis die Reaktion gegen Lack- 
mus sauer, gegen Kongo neutral ist. Dabei fallt das Di- 
benzoylarginin aus. Das Filtrat davon wird eingeengt und 
von einer weiteren Portion Dibenzoylarginin abfiltriert. Nun 
gibt man Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reaktion 
zu und engt im Vakuum so weit ein, bis sich Kochsalz aus- 
zuscheiden beginnt. Nach lingerem Stehen fallt auch der gréBte 
Teil des Monobenzoylarginins aus, das aus hei8em Wasser um- 
krystallisiert wird. Ausbeute: 9g Dibenzoylarginin (25°/,), 13g 
Monobenzoylarginin (50°/,). Zur Analyse wurde nochmals aus 
heiBem Wasser umkrystailisiert und iiber Phosphorpentoxyd 
bei 100° im Vakuum getrocknet, wobei das Priiparat nicht an 
Gewicht verlor, also kein Krystallwasser enthilt. 

Aus dem Filtrat des Dibenzoylarginins ]aBt sich das Mono- 
benzoylarginin auch iiber den Ester isolieren. Das Filtrat 
wird dazu im Vakuum zur Trockene eingeengt und der Riick- 
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stand in der iiblichen Weise mit Methylalkohol und Salzsiure 
yerestert. Nachdem das Kochsalz abgetrennt ist, werden die 
Produkte der Veresterung zur Entfernung der iiberschiissigen 
Salzsiiure im Vakuum wiederholt zum Sirup eingeengt und 
mit Methylalkohol wieder aufgenommen. Dann wird der Sirup 
durch kurzes Aufkochen mit wenig verdiinntem wifrigem Am- 
moniak verseift. Beim Erkalten scheidet sich Monobenzoyl- 
arginin aus. Aus dem Filtrat erhilt man unverandertes Ar- 
gininhydrochlorid zuriick. 


Analyse. 


Kjeldahl: 0,1891 g Substanz verbrauchten 26,9 cem n/10-HCL. 
Pregl: 4,240 mg Substanz gaben 8,700 mg CO, und 2,410 mg H,0O. 


C,3H,,N,O, (278,17). Ber. © 56,08°/, H 6,52°/, N 20,14, 
Gef. ,, 55,96 » 6,36 5, 19,93 

Das Priaparat zersetzt sich bei 298° (unkorr.). Seine Kigen- 
schaften stimmen mit denen iiberein, die S. P. L. Sérensen, 
M. Héyrup und A. C. Andersen?) fiir ein synthetisches Mono- 
benzoylarginin beschrieben haben. In kaltem Wasser lost es 
sich schwer, in heiBem leichter, ferner lést es sich schwer in 
Laugen, leicht in Sauren. Die wibrige Lésung reagiert im Gegen- 
satz zu den Angaben der dinischen Forscher schwach alkalisch. 
Ks krystallisiert in schief abgeschnittenen Prismen oder 
dreieckigen Platten. Das salzsaure Salz dreht die Ebene des 


200 2. ; 
- ee =— 8,1. Bei 
der Hydrolyse zerfillt es in Benzoesiiure und rechtsdrehendes 
d-Arginin ([«}}’ des Hydrochlorids = + 12,0°). Die Carboxyl- 
gruppe laft sich weder alkoholisch noch gegen Alizaringelb°®) 
titrieren. Es liegen hier dieselben Verhiiltnisse wie bei der 
Argininsiure!®) yor. Die basische Guanidingruppe lit sich 
nachweisen, die Carboxylgruppe ist intramolekular durch die 
Guanidingruppe abgesiittigt und dieses innere Salz dissoziiert 
auf Zusatz von Lauge nicht. Das Pikrat bildet weiche Nadeln, 
die sich bei 270° (unkorr.) zersetzen. 

Wir haben zuniichst das p,-Optimum fiir die Wirkung der 
Arginase auf das Monobenzoylarginin durch eine Versuchsreihe 
festgelegt. Wir listen dazu eine bestimmte genau abgewogene 


polarisierten Lichtes nach links, [@] 


) wil 
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Menge auf und stellten einen aliquoten Teil an der Gaskette 
mit Siure oder Lauge auf verschiedene Wasserstoffionenkon- 
zentrationen ein. Dann setzten wir 10 ccm des entsprechenden 
Borat- oder Phosphatpuffers zu und lieBen dann 40 ccm Fer- 
mentlésung 2 Tage bei 38° einwirken. Wir wihlten das Ver- 
haltnis von Substrat zu Ferment ungiinstig, um die férdernde 
bzw. hemmende Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration 
deutlicher in Erscheinung treten zu lassen. Die Tabelle 2 ent- 
hilt die Resultate. Die angewandten Substanzmengen und 
der gebildete Harnstoff sind wieder in den dem Stickstoff aqui- 
valenten Zahlen der ccm 0,1 n-Saéure angegeben. 

















Tabelle 2. 
Menge in ccm . Harnstoff bildung 
H H : 
scineees eem 0,1 n-HCl | °/, der Theorie 
8,5 4,43 0 | 0 
8,5 6,00 0 0 
8,5 6,50 1,20 28,2 
8.5 7,00 1,25 29,4 
8,5 7,50 1,20 28,2 
8,5 8,00 0 0 
8,5 9,00 0 0 
8,5 9,50 0 0 








Wurde die Menge Substanz im Verhiltnis zum Ferment 
vermindert, so konnte eine gréBere Spaltung erzielt werden. 


Tabelle 3. 











Menge in — Harnstoff bildung 
ecm Pu ‘ 
0,1 n-HCl Tage | som 0;ta-HIC!| */, der Theorie 
2,5 7 3 0,65 | 62 
2,5 7 3 0,75 | 71 
2,5 7 3 0,70 | 67 
10,5 6,5 9 4,25 | 50 
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Eine Hydrolyse vor der Kinwirkung der Arginase ist 
nicht wahrscheinlich, da die gréBte Spaltung bei neutraler 
Reaktion eintritt, und auBerdem keine Benzoesiure nach- 
gewiesen werden konute. Kontrollversuch mit Hippursaure er- 
gaben, daB die Arginaselésung frei von Histozym war. Freie 
Benzoesiure Arginin zugesetzt, hemmt die Arginasewirknug nicht. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, fiir deren Gewihrung wir 
auch an dieser Stelle danken méchten. 


Literatur. 


i. Abderhalden und P, Méller, Diese Zs. Bd. 170, S. 212 (1927); 
ebda. Bd. 173, S. 51 (1928). 

2, D. Ackermann und F. Kutscher, Zs. f. Biol. Bd. 84, 8. 181 (1926); 
F. Kutscher, ebda. Bd. 64, S. 240 (1914). 

3. M. Bergmann und H. Késter, Diese Zs. Bd. 159, S. 179 (1926). 

4, §. Edlbacher und P. Bonem, ebda. Bd. 145, 8. 75 (1925). 

5. “ we ” ebda. Bd. 145, 8S. 81 (1926). 

6. S. Edlbacher und H. Réthler, ebda. Bd. 148, S. 265 (1926). 

7. K. Felix und M. Tomita, ebda. Bd. 128, S. 40 (1923). 

8. K. Felix und K. Morinaka, ebda. Bd. 132, S. 152 (1924). 

9. K. Felix und H. Miiller, ebda. Bd. 171, S. 4 (1927). 

10. a : ebda. Bd. 174, S. 112 (1928). 

11. C.H. Fiske und J. Subbarow, Science Bd. 65, S. 401 (1927). 

12. M. Jaffé, Diese Zs. Bd. 48, 8. 430 (1906). 

Knoop, Diese Zs. Bd. 67, S. 489 (1910). 

. Kossel und E. L. Kennaway, ebda. Bd. 72, S. 486 (1911). 

Meyerhof und K. Lohmann, Naturwissenschaften 1928, S. 47. 

Neubauer, Dtsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 45, S. 211 (1909). 

Riesser, Diese Zs. Bd. 86, S. 415 (1913); Bd. 90, S. 221 (1914). 

18. $8. P. L. Sérensen und Mitarbeiter, ebda Bd. 76, 8. 44 (1911). 

19. H. Steib, ebda. Bd. 155, S. 279 (1926). 

20. K. Thomas, J. Kapfhammer und B. Flaschentrager, ebda. 
Bd. 124, S. 75 (1922). 

21. W. H. Thompson, Jl. of Physiol. Bd. 33, S. 106 (1905); Bd. 51, 
S. 111 (1917). 

22. L. Zervas und M. Bergmann, Chem. Ber. Bd. 61, S. 1195 (1928). 


os 
ROSOP” 











Zur Kenntnis des Aktivators Z. 
4, Mitteilung.?) 


Uber einen spezifischen Beschleuniger der Garung frischer Hefe. 


Von 


Hans vy. Euler, Edvard Brunius und Stig Proffe. 





(Aus dem Biochewischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1928.) 


In der letzten Mitteilung iiber den Aktivator Z haben 
Myrbick und Euler (a.a. 0.) die friiher gefundenen Unter- 
schiede zwischen diesem Aktivator und der Co-Zymase aui 
Grund neuer Versuche bestatigt und priizisiert. Es war auch 
nochmals festgelegt worden, daB die Z-Wirkung, also die Be- 
schleunigung der Giirung frischer Hefe weder auf die Gegen- 
wart von Aminosiiuren, noch yon Hexosephosphaten zuriick- 
gefiihrt werden kann. 

Unter den Eigenschaften, welche fiir die Reindarstellung 
in Betracht kommen, war besonders die Léslichkeit in starkem 
Alkohol und die Nichtfallbarkeit durch Baryt, sowie die Dialy- 
sierbarkeit angefiihrt worden. 

Da der Aktivator Z einer Reihe wichtiger Faktoren, Hor- 
mone und Vitamine in chemischer und physiologischer Hin- 
sicht nahezustehen scheint, wollen wir der Anreicherung und 
Reinigung dieses Faktors eine eingehendere Untersuchung 
widmen?), um so mehr als die auferordentlich angeschwollene 
Literatur iiber Girungsaktivatoren einer Revision dringend be- 
diirftig ist. 





') Die fritheren Arbeiten: Diese Zs. Bd.140, 8.146 (1924); Bd. 141, 
S. 297 (1924); Bd. 176, S.158 (1928). 

2) Fiir die Uberlassung der R-Hefe sind wir wieder Herrn Ober- 
ingenieur H. Brahmer zu groBem Dank verpflichtet. 
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A. Messungsmethode und Einheiten. 


Alle Versuche wurden mit frischer Oberhefe angestellt. 

Die Garungen wurden in folgender Reaktionsmischung aus- 
gefiihrt: 0,04¢ frische R-Hefe + 0,04 2 Glucose-+- Wasser und 
Z-Liésung zu 2ccm Totalvolumen. (Reaktionsmischung wie bei 
Myrback und Euler, Bd. 176.) 

Hierbei wurde 1g Hefe und 1g Glucose suspendiert bzw. 
auf 25ccm Volumen gelést. Aus der Mischung wurde 1 ccm 
entnommen, welcher in Girungsréhrchen mit derjenigen Lé6- 
sung (Volumen 1 ccm) gemischt wurde, in welcher die Z-Wir- 
kung gepriiftt werden sollte. Zur Z-Bestimmung miissen Gi- 
rungen mit verschiedenen Aktivatormengen ausgefiihrt werden. 
Wir fihren als Beispiel eine Versuchsreihe an. Bei derselben 
diente als Z-Lisung ein Hefensaft, welchen uns die Firma 
Knoll A.-G., Ludwigshafen in groBen Mengen freundlichst zur 
Verfiigung stellte. 


Temperatur 30°. 








Zusatz ecm CO, nach 

eem Hefen- ; 
_——" 1 30 45 €0 70 90 105 135 165 Min. 

Chne Zusatz} 0,1 0,2 0,4 0,6 0,95 1,4 1,75 2,5 3,35 
0,001 04 08 14 19 24 29 88 495 53 
0,002 03 0,7 412 1,7 22 27 380 40 5,0 
0,005 05 0,9 41,7 22 27 33 38 51 6,0 
0,01 0,6 155 23 3,0 3,75 465 5.25 655, 71 
0,02 0,6 1,65 27 386 45 555 68 71 7,25 
0,05 0,7 1,7 2,9 4,05 52 655 7,2 7,45 7,6 
0,1 0,6 1,5 2,65 39 58 695 7,6 7,6 1,15 


Die einzelnen Beobachtungen werden zu Girungskurven 
vereinigt und aus den so erhaltenen Geraden werden die Werte 
com CO,/Stunde entnommen. Betrachtet man die CO,-Werte 
,Ohne Zusatz“, so findet man, daB eine gewisse Zeit (etwa 
60 Min.) vergeht, ehe die Giirung ihren normalen Verlauf er- 
reicht hat. 

Manchmal dauert es 2—38 Stunden bis iiberhaupt eine 
Garung eintritt. Dies erinnert an die Induktionsperiode bei 
Girung mit trockner Unterhefe, obwohl diese beiden Erschei- 
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nungen wohl kaum eine gemeinsame Ursache haben. Bei Zu- 
satz von Z-Lisung beginnt die Garung unmittelbar. 

cem Z-Lisung 0 0,001 0,002 0,005 0,01 0,02 0,05 0,1 
ecm COQO,/Stunde 1,5 1,9 2,0 2,3 2,9 8,5 4,5 4,65 

Wie die vorstehende Tabelle zeigt, 14Bt sich die frische Hefe 
von der Girungsgeschwindigkeit 1,5 auf 4,65 com CO, /Stunde akti- 
vieren. Bei friiheren Z-Versuchen haben Hefen zur Verfiigung 
gestanden, welche sich zu weit gréBeren Betriigen aktivieren 
lieBen. Die Aktivititskurven sind dann anfanglich geradlinig 
verlaufen und man hat die Anzahl ccm CO,/Stunde per ccm Lé- | 
sung berechnet und als MaB fiir die Z-Aktivitat der Lisung ver- 
wenden kénnen. Bei der hier verwendeten R-Hefe war dies} 
nicht méglich, da die Aktivititskurve in keinem Teil geradlinig 
verliiuft. 

Um trotzdem einen Ausdruck fiir die Aktivitit der zu | : 
untersuchenden Liésungen bzw. Priparate zu erhalten, ist aus 
der Aktivititskurve die Anzahl com Z-haltiger Lésung | | 
entnommen worden, die erforderlich ist, um die Hefe 
zu dem halben Betrag ihrer maximalen Giarungs- 
geschwindigkeit zu aktivieren. Aus dem Trockengewicht 
der Z-Lisung wird dann die entsprechende Anzahl mg Sub- /}? 
stanz berechnet. Wir geben also den zur halben Akti- 
vierung erforderlichen Zusatz H.-A. in ccm bzw. in mg an. 

Im oben angegebenen Versuch ist H.-A.=0,013 ccm. Aus 
dem Trockengewicht per ccm = 254 mg folgt H.-A.=3,3 mg. 

Vorbehandlung der Hefe. Fiir die Methodik bzw. fir 
die Genauigkeit der Messungen war es wiinschenswert, mit 
Hefen zu arbeiten, deren Giirvermégen stark gesteigert werden 
kann. Bei gegebener Beschaffenheit der Z-Lésung kann man 
auf zweierlei Weise versuchen, zu einer solchen Hefe zu ge- 
langen. Entweder kann man der Hefe ihre natiirliche Menge 
Z-Aktivator entziehen; dann wird der urspriingliche Girungs- 
betrag klein und die Aktivierung dementsprechend groB. Oder f 
aber man kann die Hefe durch ungiinstige Ziichtungsbedin- 
gungen an der Ausbildung des Aktivators Z zu verhindern 
suchen. Versuche beider Art wurden ausgefiihrt, und zwar 
wurde ‘ 
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1. die R-Hefe in Z-freier und stickstofffreier Rohrzucker- 
lésung gezogen. Dadurch wurde allerdings die Girfihigkeit 
seschwicht, die Aktivierbarkeit aber nicht erhéht (vermutlich 
weil die Garungsenzyme stark geschwicht worden waren). 

2. Die Suspension der R-Hefe wurde 15 Minuten lang 
bei 45° gehalten. Das gewiinschte Resultat wurde nicht erzielt. 

Wie sich dabei der Inositgehalt der Hefe iindert, soll im 
AnschluB an die friiher (Sv. Bryggarefér. Manadsbl. 43 und 
Sv. Kem. Tidskr. Bd. 40, S. 212 (1928)] mitgeteilte Z-Wirkung 
des Inosits niher untersucht werden. 


B. Ausgangsmaterial zur Darstellung des Z-Aktivators. 


Wie bei Reinigungsarbeiten an Enzymen muBte versucht 
werden, ein moglichst giinstiges, also an Z reiches Ausgangs- 
material zu finden. Wir kénnen diese Versuche dahin zu- 
sammenfassen, daB es uns bis jetzt nicht gelungen ist, einen 
giinstigeren Ausgangsstoff zu finden als Hefenkochsaft. Die 
Ergebnisse lassen sich durch die H.-A.-Werte kennzeichnen. 


H.-A. 
Hefekochsaft. . . ....2.42.~. 3,3 mg 
Marmite der Marmite Food Extract Co. 2.8 
eS ss kk tt he Se ST 33 
Liebigs Fleischextrakt . . . . . . >200 
Mensehlicher Urin. . ..... ., 4 


Als Ausgangsmaterial kommen also einstweilen nur Hefe- 
kochsaft oder Hefenpriiparate wie ,,.Marmite% in Betracht. 


Reinigungsversuche an Z-Praparaten. 
1. Fraktionierte Dialyse. 

Ausgangsmaterial: Hefekochsaft von H.-A. = 0,016 ccm 
= 3,3mg. (l'rockengewicht per ccm 203,3 mg.) 

300ccm des Hefenkochsaftes werden 1,5Stunden gegen 
500 ccm destillierten Wassers dialysiert. Hierauf Trocken- 
gewicht per com = 33,0mg. H.-A. = 0,07 com = 2,3 mg. 

Das Dialysewasser wird nun erneut und 1,5 Stunden dialy- 
siert. Trockengewicht per ccm 23,0 mg. — H.-A. = 1,5 mg. 
Weitere Dialysen fiihrten zu keiner VergréBerung des Reini- 
gungseffektes. 
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2. Verhalten zu organischen Lésungsmitteln. 

Die Léslichkeit in 94°/,igem Alkohol wird _bestiitigt. 
Ebenso ist der Aktivator léslich in hochprozentigen Aceton- 
und Pyridinlésungen. Dagegen kann Z aus wiiSrigen, neutralen 
Liésungen weder durch Ather, Schwefelkohlenstoff, Athylacetat, 
Benzol und Chloroform ausgeschiittelt werden. 


Metallfallungen. 


Bleifallung. 4 Liter dialysierten Hefesaftes mit konzen- 
trierter warmer Bletacetatlésung vollstiindig getillt. Fallung 
abzentrifugiert und sowohl Fallung wie Restlésung mit Schwefel- 
siiure entbleit. Hieraus die Fallung in 1 Liter Volumen verteilt. 

Aktivitiit der Fallung: Trockengewicht in 1 com = 29,3 mg. 

H.-A. = etwa 0,12 cem = 3,5 mg. 
Aktivitiit der Restlésung: Trockengewicht in 1 com = 31,5 mg. 
H.-A. = 0,07 ccm = 2,2 mg. 

Wie ersichtlich, enthalt die Restlésung den gréBten Teil 
der Aktivitat; die Fallung hatte etwa 10°/, mitgenommen. 

Bekanntlich wird auch Co-Zymase nicht durch Bleiacetat 
in neutraler Liésung gefallt, sondern erst nach Zusatz von 
Natronlauge. Ein zweimal Pb-gefilltes Co-Zymase-Priparat 
wurde ebenfalls auf den Z-Gehalt untersucht. Es ergab sich 
hierbei H.-A. = 0,09 ccm = 4,0 mg. 

Bei der alkalischen Bleifillung begleitet ein Teil des 
Aktivators Z die Co-Zymase. Das erhaltene Priparat ist aber 
hinsichtlich Z nicht reiner als der Hefekochsaft. 

Hg-nitratfaillung. Ausgangsmaterial war ein mit Blei- 
acetat in neutraler Loésung gefilltes Dialysat. Zu diesem 
wurde Quecksilbernitratlésung bis zur vollstindigen Fallung 
zugesetzt. Nach dem Zentrifugieren wird sowohl die Fillung 
wie die Restlésung mit H,S von Hg betreit. 

Restlésung: H.-A. = 0,07 cem = 0,4 mg. 


In einem anderen Versuch, bei welchem die Quecksilber- 
nitratfillung an einem Dialysat ausgefiihrt wurde, erhielten wir 
den gréBten Teil der Aktivitat in der Fallung, welche nach 


Entfernung des Hg ergab: 
H.-A. = 1,8 mg. 











Zur Kenntnis des Aktivators Z. 207 


Hg-chloridfallung. (Quecksilberchlorid in neutraler 
Liésung liefert im Dialysat von Hefenkochsaft eine recht be- 
deutende Fiallung. Als wir als Ausgangsmaterial ein einmal 
bleigefilltes Dialysat des Hefekochsaftes verwendeten, wurde 
nach Entfernung des Quecksilbers erhalten: 

H.-A. = 1,3 mg. 

Fallung mit Baryt. Ausgangsmaterial: Dialysat aus 
Hefekochsaft, gefillt mit warmer, konzentrierter Barytlésung. 
Fillung abzentrifugiert und mit verdiinnter Barytlésung ge- 
waschen. Waschwasser der Restlésung zugesetzt. Ba mit 
Schwefelsiiure entfernt. 

Restlésung: H.-A. = 0,10 cem = 2,3 mg. 
Die Restlésung enthilt die ganze Aktivitit. 

Silberfaillung. Ausgangsmaterial: Imal Pb - gefilltes 
Dialysat von Hefekochsaft, in schwefelsaurer Lésung mit Silber- 
nitratlésung gefaillt. Die abzentrifugierte Fallung wurde in 
Wasser suspendiert und mit H,S entsilbert. Restlésung mit 
Baryt versetzt, Fallung abzentrifugiert und mit H,S entsilbert. 
SchlieBlich auch die Restlésung entsilbert. Die Aktivitits- 
bestimmungen zeigten, dab der gréBte Teil der Aktivitait in 
der Restlésung enthalten war. 

H.-A. = 0,15 cem= 1,2 mg. 

Fallung mit Phosphorwolframsiure. Ausgangs- 
material: Pb- gefilltes Dialysat, H.-A. = 0,02 ccm = 3,2 mg. 
100cem dieser Lisung in 5°/,iger Schwefelsiiurelésung mit 
Phosphorwolframsiure vollstindig gefallt. Fallung abzentri- 
fugiert, mit schwefelsiiurehaltigem Wasser gewaschen. Der gréBte 
Teil der Aktivitit wird in der Restlésung gefunden. 

H.-A. = 0,012 ccm = 1,7 mg. 

Fallung mit Uranylacetat. Ausgangsmaterial: Dialysat 
aus Hefekochsaft. 100 ccm Dialysat mit 150ccm gesittigter 
Uranylacetatlésung gefillt. Fiallung abzentrifugiert und mit 
wranylacetathaltigem Wasser gewaschen, das zur Restlésung 
zugesetzt wird. Sowohl Fillung wie Restlésung durch Behand- 
lung mit Phosphat von Uran befreit. 

In der Restlésung ist eine groBbe Menge Phosphat ent- 


halten. Dieses wurde mit Baryt entfernt. Nach Abzentrifu- 
14* 
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gieren der Ba-Fallung wurde die Lésung auf 25ccm ein- 
gedunstet. Nun betrug H.-A. = 0,025 ccm = 1,3 mg. 


Behandlung mit Kupfer und Kalkmilch. 


Durch Kupfersulfatlésung und Kalkmilch wurden nach der 
van Slykeschen Methode aus der Lésung Kohlehydrate uni 
Kohlehydrat—Phosphorsiureester entfernt. Nachdem die Cu- 
Ca-Fillung abfiltriert war, wurde neutralisiert und das Cu mit 
H,S gefallt. In der Lésung wurde gefunden: H.-A.=0,06 ccm 
= 2,7mg. Berechnet man dieses Resultat auf aschenfreie Sub- 
stanz, so wird erhalten: H.-A. = 1,7 mg. 


Zusammenfassung. 


An dem die Girung frischer Hefe beschleunigenden Akti- 
vator Z wurden im AnschluB an friihere Arbeiten Reinigungs- 
versuche angestellt. Da der Girungsverlauf bei der hier ver- 
wendeten Hefe nicht geradlinig war, konnte die Aktivierung 


' ; eem CO, /Stunde 
nicht durch g Aktivatorpraiparat 


folgendes MaB der Aktivierung gewahlt: 

Aus den Girungskurven wird die Anzahl mg Z-haltigen 
Priparates (bzw. Trockensubstanz) entnommen, durch welche 
die Hefe zu dem halben Betrag ihrer maximalen Girungs- 
geschwindigkeit aktiviert werden kann; diese Gewichtsmenge 
wird mit H.-A. bezeichnet. Sie betrigt fiir Hefenkochsaft 3,3, 
fiir das Hefenihrpriparat Marmite 2,8; bei anderen Stoffen 
werden geringere Aktivierungen (gréBere H.-A.-Werte) erhalten. 

Verschiedene Reinigungsverfahren fiihren zu Priparaten 
von folgender Aktivitit: 





gemessen werden, sondern wurde 


H.-A, H.-A. 
Ausgangsmaterial . . . . 3,3 Barytfillung . ‘« «Be 
ee err Silberfillung . . ... . 1,2 
Bleifillung ..... . 2, Phosphorwolframsiurefillung 1,7 
Quecksilberfillung . . . . 0,4 Uranylacetatfiillung . . . 1,3 


Die letzten 6 Werte beziehen sich auf die nach den 
Metallsalzfillungen erhaltenen Restlésungen. 

Ks konnten also Reinigungen im Verhiiltnis 1:8 erzielt 
werden. 




















Uber den Gehalt normaler und pathologischer Gewebe 
an Biokatalysatoren. 
Von 


Hans vy. Euler und Hugo Johansson. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1928) 


Obwohl die wesentliche Bedeutung der Biokatalysatoren — 
wir fassen unter dieser Bezeichnung alle nicht enzymatischen 
Komponenten eines Enzymsystems, Co-Enzyme, Hormone, 
spezifische Aktivatoren und spezifische Hemmungsstoffe zu- 
sammen — nunmehr erkannt ist, sind die Angaben iiber den 
(zehalt der verschiedenen Organe an diesen Stoffen noch sehr 
unvollstindig und der Erginzung bediirftig. Denn fiir das 
Verstiindnis der physiologischen Rolle eines Organs ist es 
notwendig, daB& wir iiber die GréBe der méglichen chemischen 
Umsetzungen, sozusagen iiber die Kapazitit seiner Enzym- 
systeme, und zwar sowohl in normalen wie pathologischen Zu- 
stinden Anhaltspunkte gewinnen. 

Hinsichtlich Glykolyse, Atmung und Girung schlieBen sich 
unsere hier mitzuteilenden Versuche einerseits an diejenigen 
an, welche von Euler, Nilsson und Jansson}), sowie von 
Kuler und Runehjelm?’) beziiglich normaler tierischer Organe, 
von Euler, Nordefelt*) und Steffenburg‘) beziiglich pflanz- 
licher Organe mitgeteilt worden sind, andererseits bilden sie 
eine Fortsetzung der Versuche von Euler und Myrbick®) 
liber den Gehalt wachsenden Gewebes an Co-Zymase und 
Hemmungsstoff. 

1) Diese Zs. Bd. 163, S. 202 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 165, S. 396 (1927). 

8) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 35 (1926). 

*) Diese Zs. Bd. 175, S. 38, (1928). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 221, S. 521 (1925). 
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Untersuchungen an normaler menschlicher Placenta. 


Niere, Leber und Herz (von Ratten, Rind und Schwein’ 
hatten sich bei erstgenannten Untersuchungen als besonders 
Co-zymasereich ergeben; schon vorher hatten Euler und 
Nilsson die Co-Zymase in roten Blutkérperchen bestimmt 
und darauf hingewiesen, da8 der hohe Gehalt an diesem Co- 
Enzym auf eine viel héhere Glykolyse hindeutet, als nach 
den in der Literatur verbreiteten Angaben gewdhnlich an- 
genommen wird. 


Unter den normalen Organen, deren Kohlenhydratabbau 
gegenwirtig ein besonderes Interesse verdient, ist die Placenta 
hinsichtlich ihres diesbeziiglichen Enzymsystems am wenigsten 
untersucht. Wir haben die quantitativen Messungen ihrer 
Biokatalysatoren unter denselben Gesichtspunkten unternommen, 
welche fiir unsere Untersuchung von Carcinomgeweben (Euler 
und Myrbick, a. a. O.) maBgebend waren. 

Was den Kohlenhydratstoffwechsel der Placenta betrifft, 
so hatte Claude Bernard bereits nachgewiesen, daf in der 
Placenta eine Glykogenspeicherung stattfindet. In vitro hat 
sich dieselbe noch nicht nachweisen lassen, hier scheinen die- 
selben Verhiltnisse vorzuliegen wie im Muskel. Dagegen labt 
sich leicht zeigen, daB die Placenta reichlich Glykogenase 
enthalt, worauf wir in anderem Zusammenhang zuriickkommen. 

Hinsichtlich des Zuckerabbaues besteht die Frage, unter 
welchen Bedingungen des O,-Druckes und der Aciditat die 
Placenta iiberwiegend atmet oder Zucker spaltet. Bekanntlich 
hat Warburg keine Milchsiurebildung in der Placenta be- 
obachtet. Immerhin tritt nach Ergebnissen von yv. Oettingen 
und von Felix Zuckerverbrauch ein und schon daraus ist auf 
die Gegenwart und Funktionsfihigkeit eines Enzymsystem des 
Kohlenhydratabbaues in der Placenta zu schlieBen. Uber die 
Beteiligung von Hormonen (Insulin, Adrenalin wu. a.) ist unseres 
Wissens nichts bekannt geworden. 

Wie unsere Messungen zeigen, ist der Co-Zymasegehalt 
der menschlichen Placenta betrichtlich und diirfte der enzy- 
matischen Tiitigkeit des Organs entsprechen. 


wyelllpemee " 
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Methodik. 


Die Placenta wurde vom hiesigen Kindergeburtshause erhalten, wo 
dieselbe sofort auf Eis gekiihlt wurde. Nach '/,—1 Stunde kam die- 
selbe zur Behandlung ins Laboratorium, wobei die Placenta mater so 
gut wie méglich von der Placenta foetalis getrennt wurde. Beide Teile 
wurden, jeder fiir sich, in einer Fleischmiihle zermahlen. Von der ver- 
mahlenen Menge wurden 20g abgewogen und mit der 2'/,fachen Menge 
kochenden Wassers wihrend 4—5 Minuten extrahiert. Nachdem das 
Volumen der Placenta + Wasser gemessen worden war — in simtlichen 
Fillen war dasselbe 60 eem — wurde der Extrakt filtriert und durch 
Kiihlung auf Eis aufbewahrt. 

Bei der Girung kam die von K. Myrbick ausgearbeitete Mikro- 
methode zur Anwendung. In jede Dialyseréhre wurden eingefiihrt: 

0,2 g ausgewaschene Trockenhefe 

0,1 g Glucose 

0,5 cem 10°/,iger Phosphatpuffer: py = 6,4 

0,1 cem 10°/,iges Candiolin-Na (Zymophosphat) 

x cem Extrakt (der Placenta mater oder Placenta foetalis) 
1,4—x eem Wasser 





2 ecm Totalvolumen 
Die zu den Versuchen verwendete Hefe war gewoéhnliche Bierhefe 
(Unterhefe H), die erst durch 4—5maliges Waschen mit dem 8 fachen 
Volumen Wasser von der Maische befreit wurde. Nach Zentrifugieren, 
Pressen und Trocknen wiihrend 48 Stunden wurde diese ,,Trockenhefe“ 
griindlich (= 5mal) mit etwa 30facher Wassermenge gewaschen und 
muBte dann abermals trocknen. 

Das Na-Zymophosphat wurde hergestellt aus Candiolin-Ca durch 
Umsatz mit Na-Oxalat und Abfiltrieren des gebildeten Ca-Oxalates. 

In den meisten Versuchen wurde die Placenta in ihre beiden Teile, 
Piacenta mater und Placenta foetalis getrennt und fiir sich untersucht. 
Die Unterschiede waren im allgemeinen gering, wie sich aus folgendem 
Beispiel ergibt. 

Aus simtlichen Versuchen wurden mit Hilfe von den an jedem 
Extrakt hergestellten Trockengewichtsbestimmungen die Aktivitiiten er- 
mittelt. 

Zunichst wurde aus den gefundenen CO,-Mengen der Quotient 

ecm CQO, per Stunde 

~ eem Extrakt 
berechnet und sodann wie in friiheren Arbeiten 
eem CQ, per Stunde 

ACo = —— . 
g Trockensubstanz 

ACo wurde sowohl fiir den Extrakt als fiir die frische Placenta 
berechnet unter der Annahme, daB die Co-Zymase in derselben gleich- 
heitlich verteilt ist. 
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Methylenblaureduktion. Wie in friiheren Untersuchungen 
aus diesem Laboratorium gezeigt worden ist, lassen sich quantitative 
Messungen der Co-Zymase auch mittels der Thunberg-Ahlgrenschen 
Methylenblaumethodik durchfiihren, da das Co-Enzym der Kohlenhydrat- 
redoxase mit der Co-Zymase identisch ist. Wegen der Versuchsmethodik 
kénnen wir auf unsere friiheren Arbeiten und auf die Darstellung 
Ahlgrens verweisen. 

Sauerstoffzehrung. Die Messungen des per Gewichtseinheit 
Placentagewebe bzw. Carcinomgewebe verbrauchten Sauerstoffes wurden 
volumetrisch ausgefiihrt, und zwar in der von Steffenburg ') angegebenen 
Modifikation des Barcroft-Warburg-Apparates. Wegen den Einzel- 
heiten der Methodik verweisen wir auf die Beschreibung unserer Messungen 
an Carcinomgeweben. 
Versuche. 


Girungsversuche. 30°% 


Wir teilen der Raumersparnis wegen nur einen Versuch 
ausfiihrlich mit und begniigen uns damit, fir samtliche tibrigen 
Versuche die aus analogen Messungen berechneten Werte fiir 
Co bzw. ACo anzugeben. 

Mit Placenta I und dem Extrakt] und II wurden folgende 
Werte erhalten, ausgedriickt in com COQ,. 














eem. Extrakt I ecm Extrakt II 

ee, RC en en a Se ) sonaees 
0,0 0,5 1,0 05 | 1,0 
QO olan | _— ohn ie _ 
15 0,2 | 0,0 0,2 02 | 0,2 
30 os 4 1 ae 0,5 03 | 0,3 
45 02 | 0,5 1,88 06 | O9 
60 0,2 | 2 > Se 10 | 1,5 
75 025 | 15 #| 8,0 16 | 2,0 
90 0,3 | 80 | 88 18 | 2,4 
105 0,4 _ sae | 24 | 8,2 
120 0,5 | 30 | 5,5 28 | 3,7 
135 os | sp | 30 4,5 
150 0,7 | 4,0 6,5 84 | 4,9 
165 0,8 | ash 6] 3,8 | 5,4 
180 _ 49 7,5 42 | 6,2 


Die Versuche mit vier verschiedenen Placenten ergaben 
folgende Resultate. 





') Steffenburg, Diese Zs. Bd. 178, 8S, 75 (1928). 
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Placenta mater Placenta foetalis 
Einheiten , | necegitenaalleaepticabitsidaalbenisies 
I | II Il , IV I II Il =s=«€6«IV 
Cojeem 40 36) 4,7 341 40| 31] 59] 3,2 








| 
ACo, Gewebe]| 62 66 | 90 62 | 48 | 53 | 108 | 54 
ACo, Extrakt | 616 572 | 671 | 486 | 588 | 449 | 


Hinsichtlich der nicht unerheblichen Schwankungen der 
Werte ACo in den einzelnen Placenten kénnen wir einstweilen 
noch keine Erklarung geben bzw. keine Angaben machen, mit 
welchen Umstiinden diese Variationen zusammen hingen. Wir 
hoffen hierauf spiter zuriickzukommen. 

Nehmen wir fiir Co/ccm den Mittelwert 4, so entspricht 
dieser etwa dem von Euler und Runehjelm fir tierische 
Muskeln gefundenen. Der Wert ACo, im Mittel etwa 70, er- 
reicht nicht den fiir Niere und Leber kleinerer Siugetiere 
gefundenen, der etwa 100—120 betriigt. Immerhin ist hieraus 
zu schlieBen, dab in der Placenta die Co-Zymase nicht etwa 
einen Reservestoff fiir den Embryo ausmacht, sondern dab 
dieses Co-Enzym einem in entsprechender Menge vorhandenen 
und wirksamen Enzymsystem zugehért. 


Entfarbung von Methylenblau. 


Die Versuche sind angestellt teils mit getrockneter Placenta, 
teils mit diesen Praparaten, die durch Auswaschen mit Wasser 
von Co-Zymase teilweise befreit wurden. Auch hier diirfte es 
geniigen, zwei typische Versuche anzugeben. 

Versuchsreihe VI. Temp. 20°. 





Entfiir- 








0,1 ¢ Trockenplacenta (entspr. 2,0 g Placenta) + : 
S.2 . b t 
iaieilie 0,5 eem PO,-Pufferlés. + 0,5 cem Mb-Lésung — 
(Min.) 
3¢ = 88 1,5cem Wasser . . - 2 6 © © ew ew ow 1100 
0,7 eem » + 0,5 cem Co- Ares + 
39 = 40 0,3 cem Zymophosphatlésung ae a - | 34 32 
0,4 cem Wasser + 0,5 cem tical + 
41 42 0,6 cem Zymophosphatléisung . . . . . . | 27° 25 
0,5 eem Co- eens + 1,0 ¢em rn 
43 44 lésung. . . © . 24 22 
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0,1 g ausgewaschene Trockenplacenta (entspr. Entfiir- 
Vers.-Nr.| 4 g Placenta) + 0,5 eem PO,-Pufferlés. + 0,5 eem | bungszeit 
Mb-Loésung (Min.) 
45 -<€6) 1,5e0m Weer. 2 6 6 sw ewe ew Ow 2800 
0,7ecm ,, + 0,5 ecm Co-Zymaselésung + 
47 48 0,3 eem Zymophosphatlésung . . .. . . J416 426 
0,4 ccm Wasser + 0,5 cem Co-Zymaselésung + 
49 50 0,6 eem Zymophosphatlisung . ... . . P2381 215 
0,5 cem Co-Zymaselés. + 1,0 cem Zymophosphat- 
51 352 GOURR. «ss ee Se ao an #4 129 128 


Besonders bemerkenswert ist bei diesen Versuchen, dag 
das Zymophosphat sich hier als besonders guter Wasserstoff- 
donator erweist, was wohl so zu deuten ist, daB die Placenta 
erhebliche Mengen Mutase enthilt. Muskel wird durch Zymo- 
phosphat bei weitem nicht im gleichen Grad aktiviert. 


Sauerstoffzehrung. 

Um den EinfluB von Co-Zymase und Zymophosphat aut 
die ,direkte Atmung“ (Sauerstoffzehrung) des Placentagewebes 
zu messen, wurden zahlreiche Versuche angestel!t, welche wir 
in der folgenden Tabelle zusammenfassen. 

Als Puffer diente eine 0,3 mol. Phosphatlésung von p,, = 7,2. 

Das Zymophosphat wurde wie friiher in Form einer etwa 
D°/,igen Na-Salzlésung zugegeben. Die Co-Zymaselésung war 
dargestellt worden durch Reinigung von Hefenkochsaft (Dialyse. 
Bleifiillung und Quecksilberfallung) und ist charakterisiert durch 


die Werte ACo = 1000 in den Versuchsreihen I und II, 
ACo = 3000 ,,_,, a i» -&%, 
Zur Untersuchung kamen 
teils Extrakt von frischer Placenta mit und ohne 
Co-Zymase—Zymophosphatlésung, 
, getrocknete Placenta mit und ohne Co-Zymase— 
Zymophosphatlésung. 
Der Kxtrakt der frischen Placenta wurde erhalten durch 
Reiben mit 1 Teil Seesand und 1 Teil Wasser unter Kiskiihlung 
und Abpressen durch PreBtuch. 


tence Semen " 
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Zusammenstellung 





mm* Q,/per 15 Minuten 


Versuchsserie (ime Co-Zymase-| Mit CodEpmaee- 
Zymophosphat Zymophosphat 
13 8 
Extrakt . 
8 o 
’ f Ui 3 3 
Trockenplacenta : 
| IV 5 3 








Auftallend war die bei den Versuchen mit Extrakt be- 
obachtete Hemmung durch Co-Zymase—Zymophosphat, iiber 
welche wir uns erst nach weiterer Verfolgung dieser Versuche 
aussprechen wollen. 


Andere Biokatalysatoren. 

Im EKnzymsystem des Kohlenhydratabbaues _ tierischer 
Gewebe ist keineswegs die Co-Zymase der einzige Biokataly- 
sator. Bereits in ihrer ersten Mitteilung tiber den Co-Zymase- 
gehalt wachsender Gewebe haben Euler und Myrbick darauf 
aufmerksam gemacht, daB neben der Co-Zymase noch andere 
Stoffe vorkommen, welche — bei gegebener Menge der 
Enzyme — den Zuckerabbau beeinflussen, und die erste Frage- 
stellung war gerade die, ob die von Warburg in Carcinom- 
geweben entdeckte starke Glykolyse in erster Linie auf die 
anormale Vermehrung der Co-Zymase zuriickzufiihren ist, oder 
aber auf das Verschwinden eines der Glykolyse entgegen- 
wirkenden Hemmungsstoffes. Das damals mitgeteilte Material, 
welches auf die Vermehrung der Co-Zymase schliefen lieB, 
ist seither durch Versuche von Nilsson an Leberkrebsen und 
an einem Teercarcinom erweitert worden, welche tatsiichlich 
fiir die Vermehrung der Co-Zymase zu sprechen scheinen. 

Die Untersuchungen dieses Institutes iiber die Beziehungen 
zwischen Kohlenhydratabbau in tierischen Geweben und in 
Hefen haben dann aber dazu gefiihrt, einen die Gérung durch 
frische Hefe beschleunigenden Stoff, den wir als Aktivator Z 
bezeichnen, in tierischen Geweben zu suchen. Dabei hat sich 
gezeigt, daB derselbe in so gut wie allen Organen in Mengen 
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vorhanden ist, welche denen fiir Hefenpriparate gefundenen 
entsprechen.') Wie wir vor kurzer Zeit zeigen konnten, findet 
man nun im Gehalt des Leberkrebsgewebes und der frischen 
menschlichen Leber am Aktivator Z einen durchgehenden, 
wesentlichen Unterschied, welcher nach den Mittelwerten der 
his jetzt untersuchten Fille 50—100°/, des Normalgehaltes 
ausmacht.’) 

Die Unterscheidung dieses Aktivators von der Co-Zymase ist 
bei Untersuchungen mit Hefe als Enzymmaterial einfach, denn 
Trockenhefe wird vom Aktivator Z nicht aktiviert. Schwieriger 
gestaltet sich die Unterscheidung dieser zwei Biokatalysatoren 
bei der Glykolyse. Um in dieser Hinsicht Klarheit zu schaffen, 
haben wir tierische Co-Zymase und tierischen Aktivator Z ein- 
gehenden Reinigungsverfahren unterworfen. Mit der Co-Zymase 
aus Muskel wurde ein Priparat von A = 23000 erzielt.’) 

Durch die gleichen Methoden wird der Aktivator Z an- 
gereichert, aber eine T'rennnng hat sich auf analytischem Wege 
noch nicht erzielen lassen. 

Nach diesen Ergebnissen mu also bei Arbeiten, mit Co- 
Zymase auf die Gegenwart des Aktivators Z Riicksicht ge- — 
nommen werden. 


Herrn Prof. Dr. J. Forssner und Herrn Dr. Sam, Clason 
danken wir verbindlichst fiir ihre freundliche Unterstiitzung. 


Nachschrift bei der Korrektur: Auf v, Oettingens 
kiirzlich erschienene lehrreiche Zusammenfassung der neueren 


Literatur iiber den Stoffwechsel in der Placenta sei noch be- 
sonders hingewiesen [Klin. Woch. Bd. 7 (1928)). 


1) Euler u. Brunius, Sv. Bryggarefér. Manadsbl. 43 (1928). 

*) Euler u. Hugo Johansson, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 40, S. 210 
(1928). 

3) Euler u. Gard, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 40, S. 99 (1928). 





Uber die Kernsubstanz der Leberzellen. 
Von 


N. Ishiyama. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1928.) 


Unsere Kenntnisse iiber die Zusammensetzung der Zell- 
kerne sind seit den ersten Untersuchungen von Miescher 
wesentlich erweitert worden, besonders seitdem von H.Steudel 
die Konstitution der Thymonucleinsiure aufgeklirt worden ist. 
Wir kennen nicht nur genau die Zusammensetzung des wasser-, 
alkohol- und &therunléslichen Teils der Képfe von Herings- 
spermien und der Spermien einiger anderen Fische, sondern 
wir kénnen auch kiinstlich durch Zusammenbringen der einzelnen 
Komponenten wieder einen dem natiirlichen Produkt gleichen 
Kérper erzeugen. Dasselbe gilt fiir die Kerne der Thymus- 
driise des Kalbes — auch hier sind wir iiber die Grund- 
substanz der Zellkerne geniigend genau orientiert. Auch hier 
kann man durch Zusammenbringen der berechneten Mengen 
von nucleinsaurem Natrium und von schwefelsaurem Histon 
einen Kérper erzeugen, der sich analytisch genau wie die 
natiirliche Zellsubstanz, soweit sie in Wasser, Alkohol und 
Ather unldslich ist, verhailt. Solche Untersuchungen sind fir 
unsere Anschauungen iiber die Stoffwechselvorginge in der 
Zelle wesentlich, sie bilden auch die Grundlage fiir alle Theo- 
rien, die sich etwa mit der Kernfarbung befassen. Die chemisch- 
analytische Untersuchung der Salze der Nucleinsiuren mit 
basischen Farbstoffen hat hier ganz eindeutige Resultate er- 
geben. 

Bei den Spermien des Herings konnten diese Unter- 
suchungen soweit vorgetrieben werden, daB es méglich war, 
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die fiir ein einzelnes Spermatozoon in Betracht kommenden 
Mengen von Nucleinsiure und Protamin zu berechnen. 

Es war nun aber wiinschenswert, diesen Resultaten eine 
breitere Basis zu geben. Die bisherigen Untersuchungen waren 
immer an Organen ausgefiihrt, die sich durch einen besonderen 
Reichtum an Kernsubstanz auszeichneten. Das war natiirlich 
fiir die ersten Untersuchungen auch durchaus zweckmiabig, 
denn je mehr Protoplasma ein Organ enthielt, um so geringer 
muBte die Ausbeute an Kernsubstanz sein. Nachdem nun 
aber die Hauptziige in der Zusammensetzung der Kernsub- 
stanzen festgelegt worden waren, schien es doch notwendig, 
auch andere Organe in den Kreis der Untersuchung zu _be- 
ziehen, da es ja nicht ausgeschlossen war, daB hier vdllig 
andere Verhiltnisse vorlagen. 

Als ein solches Untersuchungsobjekt wurde zunichst die 
Leber gewihlt. 

Ks kam zuerst darauf an, die Kerne rein zu isolieren und 
von dem vielen Protoplasma zu befreien. Wir haben uns dazu 
der Pepsinwirkung bedient, die schon Miescher in seiner 
ersten Arbeit iiber die Kerne der Eiterkérperchen benutzt hat. 

500 ¢ méglichst frischer Kalbsleber werden in einer Reib- 
schale fein zerrieben, durch ein feines Sieb gedriickt und mit 
6 Litern Pepsinsalzsiure (8 ccm konzentrierte Salzsiiure und 
),4g kiuflichen Pepsins sind im MeBkolben mit Wasser zu 
einem Liter aufgefillt) versetzt. Die Mischung wird unter 
Ofterem Umschiitteln im Brutofen bei 37° gehalten; nach 
24 Stunden wird die triibe Lésung durch ein Tuch geseiht und 
das Filtrat in einer 4 Liter fassenden Zentrifuge zentrifugiert. 
Die sich dabei absetzende Substanz wird mikroskopisch unter- 
sucht (Farbung mit Methylenblan); da kein Leberprotoplasma 
mehr nachzuweisen ist und nur noch nackte Zellkerne zu sehen 
sind, so wird der Niederschlag kurz mit Wasser, dann mit Al- 
kohol und Ather ausgewaschen und zentrifugiert, so lange bis 
die Waschfliissigkeiten vollkommen klar und farblos geworden 
sind. Dann wird im Vakuum bei 120° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

Der beim DurchgieBen durch das feine Tuch zuriick- 


3 
i 
tree re» 
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sebliebene ‘Teil wird noch einmal mit Pepsinsalzsiure angesetzt 
und das ganze Verfahren damit wiederholt. 

Aus 1000g Kalbsleber erhailt man auf diese Weise etwa 
3,5g trockner Kerne (mit Alkohol und Ather entfettet). Nach 
der Analyse enthalt das Priparat 13,08°/, N und 2,72°/, P. 


10,060mg Subst. gaben 6,56cecm n/T0-H,SO,=13,04°/, N (Kjeldahl). 

1125 5. 5n gp, | 499 gg ‘ = 19,929), | re | 

ae. ge aes =13,299, N( ,, ). 
8,285 ,, ™ ; 15,5mg Ammoniumphosphormolybdat 

8 9 72 0 P 

+ as 0 ° 

iis « « Ses 7 = 2,799), P. 

610 ., «w <a» 2eO. : = 265°, P. 


Berechnet man sich aus diesen Zahlen das Verhiltnis 
P:N, so erhalt man den Wert 1:4,81. Dieser Wert labt sich 
vergleichen mit friiher von H. Steudel erhaltenen Zahlen.') 
So ist z. B. das Verhaltnis P:N in den mit Wasser, Alkohol 
und Ather extrahierten Spermatozoenképfen des Herings gleich 
1: 3,237, im kiinstlichen nucleinsauren Protamin gleich 1:3,21, 
ferner in einem Priparat von Nucleohiston aus der Thymus- 
driise 1:3,44, in einem Priparat nach Lilienfeld 1:5,40. 
Das sind alles Werte, die ganz andere Verhiltnisse andeuten 
wie sie in dem hier vorliegenden Praparat sein miissen. Da- 
gegen sind yon Ackermann’*) die Kernsubstanzen der Vogel- 
blutkerne untersucht; er findet in der mit Alkohol und Ather 
entfetteten Kernmasse 3,93°/, P und 17,20°/, N. Berechnet 
man sich hieraus das Verhiltnis P:N, so erhalt man einen 
Wert von 1:4,40. Das ist also ein Verhiltnis, das dem von 
mir gefundenen von 1:4,81 annahernd entspricht. Der SchluB 
liegt nahe, nun anzunehmen, daB wohl die Zusammensetzung 
der Kerne der Vogelblutkérperchen ungefihr der der Kerne 
der Leberzellen beim Kalb entsprechen muB. 

Um den tatsiichlichen Verhaltnissen noch etwas naher zu 
kommen, habe ich ferner noch nach den von Steudel be- 
nutzten Methoden die Nucleinsiiure in meinem Priparat be- 


) Diese Zs. Bd. 72, S. 305 (1911); Bd. 73, S. 471 (1911); Bd. 83, 
S. 72 (1913); Bd. 87, S. 207 (1913); Bd. 90, S. 298 (1914). 
*) Diese Zs. Bd. 33, S. 299 (1904). 
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stimmt. Das nucleinsaure Natrium, das ich zum SchluB er- 
hielt, gab folgende Analysenzahien: 
4,900mg Subst. gaben 2,50cem n/70-H,SO,=10,16°/, N (Kjeldah! 


8340, 5, » 9 F =10,059, N( ,, 
6,460 ,, ” » 3,30 ,, ” = 10,21"), N ( ” 
7103... ms ,, 26,5mg Ammoniumphosphormolybdat 

= §,42°/, P (Preg! 
4,920 ,, i » See. = §,31°/, P (Pregl). 


Das Verhiltnis P:N berechnet sich hier auf 1:1,89 und 
paBt sehr gut auf das bekannte Verhiltnis der Thymonuclein- 
siure 1:1,70, Die geringe Differenz zwischen beiden Werte: 
ist wohl auf die Schwierigkeit der Reindarstellung so geringer 
Mengen zu schieben und nicht auf grundlegende Verschieden- 
heiten im Bau der beiden in Betracht kommenden Nuclein- 
sauren. 

Die geuvauere Natur der Nucleinsiure, die in der Kern- 
substanz vorhanden ist, lieB sich natirlich an den mir zur 
Verfiigung stehenden kleinen Mengen nicht feststellen; bei der 
Untersuchung gréBerer Mengen von Material wird sich hier 
méglicherweise eine Guanylnucleinsiure finden. Fiir die nach. 
stehende Berechnung, die eine erste Annaiherung ergeben soll, 
macht das keinen groBen Unterschied aus. 

Kinem Phosphorgehalt der Kerne der Leberzellen vor 
2,72°/, wiirde ein Gehalt von 31,55 °/, Nucleinséure der Forme! 
C,,H.,N,,0,,P, entsprechen. Dann blieben noch 68,45°), der 
Kernsubstanz an Kiwei8 iibrig. Fiir diese wiirde sich nach 
dem Abzug des Nucleinsiurestickstoffs ein Gehalt von 12,36°/, \ 
ergeben. Auf diese Zahl hiiufen sich natiirlich alle Ungenauig- 
keiten der Analysen, trotzdem wird man aus ihr den Schlui 
ziehen diirfen, daB die EKiweiBkomponente in den Kernen der 
Leberzellen nicht zu den bekannten basischen Kiwei8kérpern 
vom Charakter der Protamine oder der Histone gehért. Diese 
verlangen siimtlich einen viel héheren Prozentgehalt an Stick- 
stoff. Damit wiirde gut im Einklang stehen, daB es bisher 
noch nicht gelungen ist, basische KiweiBkérper aus den Zell- 
kernen der Leber zu extrahieren. 





Uber das Galaktosido-sphingosin, das partielle Spaltprodukt 
der Cerebroside. 


(8. Mitteilung iber Cerebroside.)') 
Von 
E. Klenk und R. Hiirle. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1928.) 


Durch Einwirkung von Baryt gelingt es vom Cerebron 
die Fettsiure unter Erhaltung der Bindung zwischen Sphin- 
gosin und Galaktose abzuspalten.*) Man kommt so in guter 
Ausbeute zu dem bereits von Thudichum_ beschriebenen 
Psychosin, einer galaktosehaltigen Base. Da von den andern, 
insbesondere von den stiarker ungesiittigten, Cerebrosiden bis 
jetzt vor allem nur die Fettsiiuren eingehender untersucht 
worden sind, so wollten wir von ihnen zu ihrer besseren 
Charakterisierung nun auch den nach Abspaltung der Fett- 
siure verbleibenden Komplex kennen lernen. Wir muB8ten 
uns infolge der groBen Schwierigkeiten, welche die Isolierung 
dieser andern Cerebroside macht, auf die Spaltung von Ge- 
mischen derselben beschrinken. Zur Untersuchung kamen 
zwei Cerebrosidfraktionen, die Cerebron nur noch in kleineren 
Mengen enthielten. Aus ihnen wurde bei der Barytspaltung 
ebenfalls die bereits aus dem Cerebron gewonnene, zucker- 
haltige Base erhalten. Diese anderen Cerebroside unterscheiden 
sich also vom Cerebron ausschlieBlich nur durch die Natur 
der Fettsiure. Dies gilt vor allem auch fiir die Cerebroside 
mit ungesittigten Fettsiiuren, da in einem Fall das gespaltene 





‘) 7. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 174, S. 214 (1928). 
*) Diese Zs, Bd. 1538, S. 74 (19286). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX XVIII. 15 
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Material ganz vorwiegend aus diesen bestand. Fir das 
Kerasin mag der SchluB — wegen des verhiltnismaBig kleinen 
Kerasingehalts des untersuchten Materials — vielleicht nicht 
so bindend sein. 

Im weiteren Verlauf der Arbeit ist es uns gelungen, aus- 
gehend vom Psychosin, die noch bestehenden Zweifel iiber dic 
Art der Bindung zwischen Galaktose und Sphingosin zu be- 
seitigen. Nach der von Thierfelder?) entwickelten Ansicht 


Ta C,,H,,CH:CH-CH-CH-CH,NH, Ib C,,H,,«CH:CH-CH-CH-CH,NH, 











oe | | 
0 O O O 
a eee % 
CH,OH-CH-(CHOH),-CH-OH CH,OH -(CHOH),-CH 
Ie C,,H,,-CH : CH-CHOH-CH-CH,NH, 
| 
O 
| 
CH,OH-CH-(CHOH),-CH 
a 
Hydrierung 
| | 
Y | 
Il C,,H,,-CHOH-CH-CH,NH, | 
O 
| | 
CH,0OH-CH-(CHOH),+-CH 
O ( 
| 
Methylierung 
+ ¢ 
Ill C, ,H,,: CHOCH,-CH-CH,N(CH,),;0H 
| 
O J 
‘ ( 
CH,OCH,-CH-(CHOCH;),-CH 
ee : 
| | 
Hydrolyse mit H,SO, h 
8 
IV. C©,,H»-CHOCH,-CHOH-CH,N(CH;),-HSO,+ '/,H,O d 
V. [C,,H,,-CHOCH,-CHOH-CH,N(CH;),},+ PtCl, i 





1) Diese Zs. Bd. 89, S. 250 (1914); Abderhalden, Handb. d. biol. 
Arbeitsmethoden I. Teil, Bd. 6, S. 165 (1925). 
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iiber die Konstitution der Cerebroside miiBte dem Psychosin 
etwa die Struktur la baw. [b zukommen. Nach Rosenheim’s’) 
Cerebrosidformeln dagegen sollte dasselbe die Struktur Ic be- 
sitzen, wobei die an der Galaktosidbindung beteiligte Hydroxyl- 
eruppe des Sphingosins zunichst noch willkirlich gewahlt ist. 
Zugunsten von Thierfelder’s Ansicht sprach vor allem die 
Beobachtung, daB bei der Spaltung von Cerebron mit methyl- 
alkoholischer Schwefelsiure Dimethylsphingosin auftritt. Rosen- 
heim stiitzt sich bei der Aufstellung seiner Formeln auf die 
Feststellung, daB nach der Spaltung von Kerasin an Stelle 
von Dimethylsphingosin Monomethylsphingosin sich vorfindet. 

Die Entscheidung fiel durch die Reaktionsfolge Ie bis IV 
zugunsten der Formel Ic, die das Psychosin als Galaktosido- 
sphingosin kennzeichnet. Durch Hydrierung wurde das Psy- 
chosin (Ic) in das Dihydropsychosin (Ll) tibergefiihrt und letz- 
teres dann nach Purdie und Irvine mit Silberoxyd und Jod- 
methyl wiederholt methyliert bis kein weiteres Methoxyl mehr 
aufgenommen wurde. Die Spaltung des Methylierungsprodukts 
mit wiBriger Schwefelsiure lieferte das krystallisierte, meth- 
oxylhaltige Sphingosinderivat IV. Dieses Sulfat gibt ein sehr 
schén krystallisierendes, methoxylhaltiges Chloroplatinat, dem 
die Formel V zukommen sollte. Eigenartigerweise ist aber 
der Kohlenstofigehalt um iiber 1°/, zu hoch. So war immerhin 
in Erwigung zu ziehen, ob der Methoxylgehalt, trotzdem der 
Koérper durchaus einheitlich krystallisierte, nicht herriihrte von 
einer in geringen Mengen vorhandenen, stark methoxylhaltigen 
Verunreinigung, z. B. etwa dem ungespalten gebliebenen Methy- 
lierungsprodukt des Dihydropsychosins (III). Doch trat beim 
dfteren Umkrystallisieren keine Anderung des Methoxylgehalts 
ein, auch der Kohlenstoffwert anderte sich nicht wesentlich. 
DaB der Methoxylgehalt nicht vorgetiuscht wurde durch eine 
bei der Methoxylbestimmung erfolgende Abspaltung von am 
Stickstoff sitzendem Methyl, wurde kontrolliert durch Priifung 
des Verhaltens vom Chloroplatinat des Cholins, in welchem eine 
‘ihnliche Atomgruppierung wie in dem Sphingosinderivat vorliegt. 


1) Biochem. Jl. Bd. 10. S. 142 (1916). 
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Eigenartigerweise erhalt man die den Kérpern IV und \ 
zugrunde liegende Base auch bei der Methylierung von Dihydro. 
sphingosin.. Das uns zur Verfiigung stehende Priiparat war 
allerdings nicht ganz rein. Ks enthielt offenbar noch geringe 
Mengen von sehr schwer zu entfernenden, methoxylhaltigey 
Derivaten, die bei der iiblichen Spaltung der Cerebroside mit 
methylalkoholischer Schwefelsiure neben dem Sphingosin ent- 
stehen, Wir haben diese Methylierung gleichzeitig mit der 
des Dihydropsychosins angesetzt, zunichst lediglich nur, ui 
das Verhalten und die Eigenschaften der bei der obigen Unter- 
suchung zu erwartenden methylierten Ammoniumbasen des 
Dihydrosphingosins kennen zu lernen. Es zeigte sich, dat 
iiberraschenderweise eine der beiden Hydroxylgruppen des 
Dihydrosphingosins mit Silberoxyd und Jodmethyl nicht oder 
nur sehr schwer methylierbar ist. Weiterhin ergab sich, dai 
das bei diesen Versuchen erhaltene, ebenfalls sehr schén kry- 
stallisierende Chloroplatinat offenbar identisch ist mit dem 
Chloroplatinat, das vom methylierten Dihydropsychosin stammte. 
Auch dieses Produkt zeigte einen fiir die Formel V zu hohen 
Kohlenstoffgehalt. Eine Erklairung fiir diese Abweichuny 
kénnen wir noch nicht geben. Da8 aber hier wirklich ein 
Sphingosinderivat vorliegt, welches eine Methoxylgruppe im 
Molekiil enthilt, das kann nach der Art der Darstellung ernst- 
lich nicht in Zweifel gezogen werden und so muB auch dic 
oben erérterte Frage, ob der Methoxylgehalt des Chloro- 
platinats, das vom methylierten Dihydropsychosin stammte, 
nicht von einer stark methoxylhaltigen Verunreinigung her- 
riihrte, als erledigt gelten. 

Diese Feststellung spricht durchaus fiir die Richtigkeit 
der Formel Ic. Die fiir das Psychosin zur Diskussion 
stehenden Formeln Ia und Ib sind auszuschlieBen, da man 
in diesen beiden Fallen ein methoxylfreies Sphingosinderivat 
hatte erhalten miissen. 

Die Formel Ib ist auch unvereinbar mit einem kiirzlich 
von Pryde und Humphreys!) erhobenen Befund. Wahrend 





!) Biochem. Jl. Bd. 20, S. 825 (1926). 
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unsere Untersuchung bereits im Gange war, erschien von 
ihnen eine Arbeit, in welcher sie zeigten, daB bei der Spal- 
tung von vollstindig methylierten Cerebrosidgemischen 2,3, 4,6- 
Tetramethylgalaktose entsteht. Eine Entscheidung zwischen 
Ia und Ie zu treffen war auf Grund dieser Untersuchung nicht 
miglich, Nachdem aber das Vorhandensein einer eigentlichen 
elycosidischen Bindung nachgewiesen ist, ergibt sich daraus, 
wie Pryde und Humphreys bereits angenommen haben, dab 
die Sauerstoffbriicke im Galaktoserest sich vom ersten zum 
fiinften Kohlenstoffatom erstreckt. 

Nach den vorliegenden Beobachtungen kann man auch 
bereits mit einiger Wahrscheinlichkeit jene Hydroxylgruppe 
des Sphingosins, die an der Galaktosidbindung beteiligt ist 
niher bezeichnen. Wir miissen dann allerdings die noch nicht 
bewiesene Voraussetzung machen, daB im Sphingosin baw. 
Dihydrosphingosin (VI) die Aminogruppe nicht in Stellung 2, 
sondern entweder in 3 oder, wie hier angenommen, in Stel- 
lung 1 sitzt. 


VI C,,H.:CHOH - CHOH- CH,NH, 
3 2 1 


VIL ©,,H,,.CHOH - CHOH-CH,N(CH,),0H 

Vill CH,OH - CH,N(CH,),OH 

IX (,,H,,-CHOCH, - CHOH-CH,N(CH,),0H 
Wie die Methylierungsversuche von Dihydrosphingosin 
zeigten, ist in diesem eine Hydroxylgruppe nicht oder nur sehr 
schwierig methylierbar. Da die Methylierung zunichst wohl 
sicher am Stickstoff einsetzt und dann zum Korper VII fiihren 
muB, so diirften sich hier wohl fihnliche Verhiltnisse geltend 
machen wie beim Cholin VIII, in welchem nach E. Schmidt?) 
die alkoholische Hydroxylgruppe ebenfalls schwer methylierbar 
ist. Fiir dieses Verhalten darf man wohl mit Recht die Nach- 
barschaft der N(CH,),O0H-Gruppe verantwortlich machen. Ganz 
analog wire dann im Dihydrosphingosin die schwer methylier- 
bare Hydroxylgruppe jene, welche in unmittelbarer Nahe zur 
Aminogruppe steht, woraus fiir die methylierte Base die 
Struktur IX folgt. Da ihr Chloroplatinat offenbar identisch 





*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 337, S. 58 (1904). 
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ist mit dem Chloroplatinat, das vom methylierten Dihydro- 
psychosin stammte, so mu8 demzufolge auch im Psychosin 
und weiter in den Cerebrosiden durch dieselbe Hydroxylgrupye 
die Bindung mit der Galaktose erfolgen, wie das in Forme! | 
zum Ausdruck kommt. 


1. Darstellung von Psychosin aus Cerebrosidgemischen. 


Als Ausgangsmaterial dienten zwei Cerebrosidgemischic 
(I und II), in welchen der eine von uns schon friiher die 
Fettsiuren untersucht hatte. I ist die durch Extraktion mit 
heiBem Aceton seinerzeit gewonnene VLerebrosidfraktion C I), |] 
die aus dem Petroliitherextrakt erhaltene Nervonfraktion.’) 

Fiir den Gehalt an Fettsiiuren hatten sich folgende Werte 
ergeben”): 

















°/, des gespaltenen| °/, der Gesamt- 
Materials fettsiiuren 
I | I i-: @f 
Gesamtfettsiiuren (Siure + | 
ee ee ee ee ee 47,3 | 47,8 
Cerebronsiure . ... . 14,0 \ 30 | 
- ORE (6,6 | 714 
agnocerinsdure . .. . 4,6 9,7 
Oxynervonsiiure ... . 6,6 13,0 14 | 27 
Nervonsiiure. . . . . . 14,4 23,5 30 | 49 


Die unter ,,°/, der Gesamtfettsiuren“ angefiihrten Zahlen 
geben auch fast genau das Verhiltnis an, in welchem dic 


*) Die Zahlen II sind aus folgenden, seiner Zeit gemachten Angaben 


berechnet. Gefunden aus 10 g Cerebrosid: 
a) Fraktion der gesiittigten Fettsiuren . . 0,64 g Jodzahl 14,8 





b) 9 » Uungesittigten ” . . 4,14 ¢ 
Re a e Oxysiiure (Oxy- 
nervonsiure) ite es 3 ES - 59,4 
2. Fraktion der Nervonsiiure. . . . . 2,385¢ 
Gesamtmenge (Siure + Ester). . 4,78 g 


Uber Einzelheiten der Berechnung ygl. Dissertation von R. Hirle, 
Tiibingen (1928). 

1) Diese Zs. Bd. 166, S. 286 (1927). 

®) Diese Zs. Bd. 157, S. 285 (1926). 
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einzelnen Cerebroside in den Gemischen vorliegen. Cerebrosid- 
gemisch II bestand demnach vorwiegend aus den beiden stirker 
ungesiittigten Cerebrosiden Nervon und dem noch nicht iso- 
lierten und unbenannten Cerebrosid, als dessen Fettsiure wir 
die Oxynervonsdiure anzusehen haben. 

Die Darstellung des Psychosins erfolgte nach dem beim 
Cerebron angegebenen Verfahren. Die Ausbeute war hier 
zuniichst sehr stark schwankend, was wohl hauptsichlich durch 
den Gehalt an ungesittigten Sauren bedingt war, wodurch 
das Gemisch wihrend der Spaltung im Wasserbad weich 
wurde und gegeniiber dem Cerebron gréBere Neigung zum 
Zusammenbacken zeigte. GleichmiBigere und bessere Aus- 
beuten lieBen sich erzielen, sobald durch Zugabe von Glas- 
scherben und Ofteres Schiitteln wihrend der Spaltung das 
Zusammenbacken moglichst verhindert wurde. Stérend wirkte 
auBerdem auch die voluminése Art der Abscheidung des un- 
gespalten gebliebenen Materials aus dem alkoholischen Auszug 
des Reaktionsgemischs. Diese voluminése Masse enthielt im 
Gegensatz zu dem kérnig ausfallenden Cerebron sehr viel 
Psychosin absorbiert. Um die Base daraus zu erhalten, muBte 
die Abscheidung dreimal aus Alkohol umkrystallisiert werden. 
Ks zeigte sich, da erst nach viermaligem Umlésen das zuletzt 
erhaltene Filtrat einen Niederschlag von Psychosinsulfat bei 
Zugabe von alkoholischer Schwefelsiure nicht mehr gab. Die 
vereinigten alkoholischen Lésungen, welche die Base enthielten, 
wurden, ohne sie einzuengen, direkt mit alkoholischer Schwefel- 
siure genau neutralisiert, wobei die Base als Sulfat ausfiel. 
Die Ausbeuten sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt, 
in welche auch zum Vergleich die beim Cerebron nach Be- 
folgung der urspriinglichen Vorschrift erhaltenen Werte auf- 
genommen sind (siehe nachfolgende Tabelle S. 228). 

Wihrend beim Cerebron das Sulfat schon nach einmaligem 
Umlésen des Rohprodukts aus Alkohol einheitlich krystalli- 
sierte, enthielten die aus den Cerebrosidgemischen I und II 
erhaltenen Produkte dann noch geringe gallertige Beimengungen 
der leichter léslichen Cerebroside, die sich aus den nach der 
Spaltung gewonnenen alkoholischen Ausziigen nicht vollkommen 
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An- Zuriick- Ausbeute an Psy- 

gewandte| S°wonnenes chosinsulfat 
Menge Ausgangs- 

material aaa sep Cita 

g g g */,4. Th. 
Cerebron 10 4,72 2.55 | 80 
10 8.35 3,45 | 86 
10 2.04 380 | 80 
4 1,31 124 | 1 
Cerebrosidgemisch I 4 1,6 105 | 73 
4 1,5 10 67 
‘ il 4 1,3 11 | 65 











ausgeschieden hatten und dann bei der Schwefelsiurefallung 
mit niedergerissen wurden. Die Substanzen waren erst nach 
drei- bis viermaligem Umkrystallisieren voéllig frei von diesen 
Beimengungen. Das Umkrystallisieren erfolgte in der 200 bis 
300fachen Menge 96°/,igem Alkohol, in welchem das Salz 
sich etwas leichter list wie in absolutem. Aus der heiben 
Lésung scheidet es sich fast quantitativ aus. So wurden aus 
1,7 g eines Rohprodukts von Cerebrosidgemisch I nach vier- 
maligem Umkrystallisieren aus je 500 ccm des Lésungsmittels 
1,5 g wieder zuriickerhalten. 
0,1257 g Substanz aus Cerebrosidgemisch II gaben 0,2549 g CO, 
und 0,1081 g H,0O. 
C,,H,,NO, + 1/,H,SO, (496,41) Ber. 55,60°/, C 9,34°/, H 
Gef. 55,3 9,6. 
0,£000 g Substanz aus Cerebrosidgemisch I in Pyridin zu 10 cem 
gelést. Drehung bei Natriumlicht im 2 dm-Rohr — 1,60° 
[a], =— 16,0°. 
0,5000 g Substanz aus Cerebrosidgemisch II in Pyridin zu 10 ecm 
gelést. Drehung bei Natriumlicht im 2 dm-Rohr — 1,65° 


[aj}° =— 16,5°. 


Zum Vergleich wurde auch die spezifische Drehung des 
aus Cerebron gewonnenen Produkts ermittelt. 
0,4947 g Substanz in Pyridin zu 10 ecm gelést. Drehung bei 
Natriumlicht im 2 dm-Rohr — 1,64° 
[a], =— 16,6°. 


*) Nach Abzug des zuriickgewonnenen Ausgangsmaterials. 
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Die Substanzen verhalten sich in jeder Beziehung wie 
Psychosinsulfat aus Cerebron und sind von diesem nicht zu 
unterscheiden. Fir die vollige Identitiit sprechen vor allem 
auch die iibereinstimmenden Werte der spezifischen Drehung. 
Sie besitzen keinen charakteristischen Schmelzpunkt. Zer- 
setzungspunkt etwa 220°; doch sintert die Substanz schon 
lange vorher unter Briunung. Der Zersetzungspunkt ist je 
nach Art des Erhitzens stark schwankend. 

Die freie Base. Sie wurde durch Faillung mit Baryt- 
wasser aus einer Lésung des Sulfats in der 20- bis 40fachen 
Menge Wasser gewonnen. Der entstehende Niederschlag wurde 
abgesaugt, mit Wasser gut gewaschen, nach dem Trocknen in 
heiBem Alkohol aufgenommen und das ungeléste Bariumsulfat 
abfiltriert. Aus der auf wenige Kubikzentimeter im Vakuum 
eingeengten alkoholischen Lésung fiel die Base beim Abkiihlen 
amorph aus. Sie wurde abgesaugt und getrocknet. 

Weibe, gut pulverisierbare Substanz. Léslich in Methyl. 
und Athylalkohol; quillt ins heiBem Benzol und Chloroform zu 
einer Gallerte; unlislich in Ather und Petrolither. 


Aus der alkoholischen Lésung fallt alkoholische Phosphorsiure die 
Base als Phosphat. Das Salz lést sich in heiBem Wasser und fiallt beim 
Abkihlen in stark gequollenem Zustand aus. Es krystallisiert aus chloro- 
formhaltigem Alkohol in langen Nadeln. Phosphorgehalt: 4,48 bzw. 
4,53°/,. Es liegt demnach ein Gemisch von Mono- (ber. 5,69°/, P) und 
Diphosphat (ber. 3,13°/, P) vor. Durch alkoholische Salzsiiure wird die 
Base aus der alkoholischen Lésung nicht gefillt. Das Pikrat kann aus 
einer wiBrigen Lésung des Sulfats durch Fiillung mit der iquivalenten 
Menge Natriumpikrat erhalten werden. Amorphe, harzartige Substanz. 
Léslich in heiBem Wasser, fillt beim Erkalten aus. Leicht léslich in 
Alkohol; schwer léslich in Aceton, Ather, Petroliither und Benzol. 


Die Base ist schwierig in den krystallinen Zustand iiber- 
zufiihren, Kin jederzeit reproduzierbares Verfahren, das mit 
Sicherheit zum Ziel fiihrt, konnte noch nicht gefunden werden. 
Am besten’ bewiihrte sich folgende Methode: eine Lésung der 
Base in etwa 20 Volumteilen eines Gemischs von gleichen 
Teilen Chloroform und Alkohol versetzt man mit etwa 
100 Volumteilen Petroliither, verschlieBt das Kélbchen und 
erwarmt vorsichtig, bis der bei Zugabe des Petrolathers 
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ausgefallene Niederschlag wieder gelést ist. Beim Abkiihlen 
einheitliche Krystallisation. Sch6n ausgebildete, sehr diinne, 
langgestreckte Nadeln. Sie werden abfiltriert und mit Petrol- 
ither gewaschen. Die Mutterlauge hinterlaBt nach Verjagen 
des Lésungsmittels nur noch einen geringen Riickstand. 


Zur Kohlenwasserstoffbestimmung wurde eine krystallisierte, zur 
Stickstoffbestimmung eine nicht deutlich krystalline Substanz verwendet. 


0,1143 g Substanz gaben 0,2593 g CO, und 0,1079 g H,0O. 

0,0274 g - verbrauchten 5,5eem n/100-H,SO, (Mikrokjeldah! 
nach Pregl- Folin). 

C,,H,,NO, (447,37) Ber. 61,699, C  10,149/, H _—-3,13/, N 
Gef. 61,9 10,6 2.8. 

Die krystallisierte Base hat ebensowenig wie das Sulfat 
einen charakteristischen Schmelzpunkt. Sie sintert bei 110°, 
beginnt bei 160° gelb zu werden, schmilzt dann unscharf bei 
215° und zersetzt sich bei etwa 223°, 


2. Dihydropsychosin. 


Eine Lésung von Psychosinsulfat in der 25—50 fachen 
Menge Wasser wurde nach Zugabe von einigen Tropfen Pal- 
ladiumchloriirlésung (entsprechend */,,,—1/,5) Teilen PdCl,) in 
der Paal’schen Ente mit Wasserstoft geschiittelt, bis die Ab- 
sorption beendet war (etwa 1/,—1 Stunde). 


Je 1,5 g absorbierten 73 ccm (15° und 740 mm Hg) bzw. 80 cem 
(17° und 737 mm Hg) entsprechend 66,0 cem bzw. 71,6 cem (korr. 0° 
und 760 mm Hg) Wasserstoff. 

Die Theorie erfordert: 67,7 cem (0° und 760 mm Hg) Wasserstoff. 


Die Lésung, aus welcher das Palladium nicht ausflockte, 
wurde mit Barytwasser versetzt, der entstehende Niederschlag 
abgesaugt, getrocknet und in etwa 100 Volumteilen hei’em 
Alkohol aufgenommen. Nachdem die klar filtrierte Lésung 
im Vakuum auf wenige Kubikzentimeter eingeengt war, fiel 
das Dihydropsychosin beim Abkiihlen aus. Es wurde abfiltriert 
und mit wenig Alkohol gewaschen. Aus 4g Psychosinsulfat 
3,1g der hydrierten Base. Weitere 0,3g konnten aus der 
Mutterlauge durch nochmaliges Einengen gewonnen werden. 
Ausbeute: 94°/, der Theorie. 
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Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus Alkohol umgelist 
und iiber Schwefelsiiure im Vakuum getrocknet. 

0,1244 g Substanz gaben 0,2814 g CO, und 0,1160 g H,0. 

C,,H,,NO, (449,38) Ber. 61,42°/, C 10,54°/, H 

Gef. 61,7 10,4 

Amorphes, weiBes, lockeres Pulver. Leicht léslich in 
heiBem Alkohol und Aceton, nicht in Wasser, Ather und Petrol- 
ther. Quilt in Chloroform erwiirmt zu einer Gallerte. Die 
Base bildet ein in Alkohol schwer lésliches Sulfat, das ebenso 
wie die freie Base nicht deutlich krystallisiert. Die Substanz 
sintert bei 129°, beginnt bei 160° gelb zu werden, schmilzt 
dann bei etwa 215° zu einer braunroten Fliissigkeit und zer- 
setzt sich bei 240°. 


3. Methylierung von Dihydropsychosin. 


Die Methylierung erfolgte nach Purdie und Irvine?) mit 
Jodmethyl und Silberoxyd. 

Dihydropsychosin wurde in einem mit RiickfluBkiihler ver- 
sehenen Kélbchen in 5—10 Volumteilen Jodmethyl (in einigen 
Versuchen wurde das Jodmethyl mit Chloroform verdiinnt, 
ohne daB das Resultat dadurch beeinflu8t wurde) suspendiert 
und 3—6 Teile frisch dargestelltes trocknes Silberoxyd im Ver- 
lauf von 6 Stunden in kleinen Portionen zugegeben. Das Silber- 
oxyd wurde bei den ersten Portionen in lebhafter Reaktion 
unter Wirmeentwicklung und Aufschiumen umgesetzt, doch 
trat die Reaktion jeweils erst einige Zeit (1 Stde. bis 20 Min.) 
nach der Zugabe desselben ein. Gegen Schluf beschleunigte 
man die Umsetzung mit Vorteil durch gelindes Erwirmen auf 
dem Wasserbad. Nach dem Stehen iiber Nacht wurde das 
Jodmethyl auf dem Wasserbad vertrieben und der Riickstand 
wiederholt mit Alkohol (insgesamt etwa 100 Volumteile) aus- 
gekocht. Man engte nun die vereinigten Ausziige im Vakuum 
ein, verdiinnte wieder mit Alkohol und entfernte das noch vor- 
handene Jod nach Zugabe von Silberoxyd im Uberschu8 durch 
‘/,—I1 stiindiges Erhitzen auf dem siedenden Wasserbad. Die 





) Jl. of the Chem. Soc. Bd. 83, II, 8. 1021 (1903); Bd. 85, II, 
S. 1071 (1904). 
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ungelésten Silberverbindungen wurden abfiltriert und der Alkoho! 
unter vermindertem Druck verjagt. Hellgelber, dickfliissiger 
Riickstand, der nach der sehr schwach positiv ausfallenden 
Beilsteinprobe, noch Spuren von Jod enthielt. Methoxylgehalt: 
14,2 bzw. 13,8°/,. Nach einer Wiederholung der Methylierung 
schwankte der Methoxylgehalt in den einzelnen Versuchen 
zwischen 18,6 und 20,7°/,. C,,H;,NO,{OCH,), 579,53) Ber. 
26,77°/, OCH,. Aus 2,9g Dihydropsychosin wurden 3,74 g des 
Methylierungsproduktes erhalten. 

Zur Methoxylbestimmung wurden die Substanzen im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bei 57° getrocknet. Eine Gewichtskonstanz war nicht 
zu erreichen. Selbst nach zweitiigigem Trocknen wurde immer noch 
eine Gewichtsabnahme bemerkt (nach dem Geruch zu sehlieBen, handelt 
es sich hier um eine Zersetzung unter Abspaltung von Trimethylamin). 
Die Bestimmungen wurden nach Zeisel-Preg] unter Benutzung von 


Natriumthiosulfat und Cadmiumsulfat als Yorlage nach Friedrich’) 
ausgefiihrt. 


1. 8,50 mg Substanz gaben 13,30 mg AgJ; gef. 20,7°/, OCH. 
2, 3.942, . » B97, gn gy 20,5 P 
3. 4,102 ,, ” ” 6,424 ,, 4, 5 yy 20,7 ” 
4, 4,054 ,, . , bi. » + » 8 . 
5. 5,471 ,, , 2007, wit » 192 
6. 7,204 ,, ; , 20016, w x w B08 , 


Uber 20,7°/, lieB sich der Methoxylgehalt auch durch 
bftere Wiederholung der Methylierung nicht steigern. 

Das Methylierungsprodukt ist in Wasser und in den iib- 
lichen organischen Lésungsmitteln leicht léslich. Es nimmt 
aus der Luft leicht Kohlensiure auf. 


Versuche, zu besser charakterisierten Derivaten zu kommen, schlugen 
fehl: Quecksilberchlorid liefert in wiibriger Lésung einen voluminésen 
weiBen Niederschlag. Pikrinsiiure fallt aus wiBriger alkoholischer Lé6- 
sung ein rotes Ol, das nicht erstarrt. Platinchlorid erzeugt aus alko- 
holischer Lésung eine geringe Menge eines amorphen Niederschlags, auf 
Zusatz von Wasser fiel ein O] aus. 


Beim lingeren Stehen im Exsiccator erstarrt der Sirup 
zu einer glasigen Masse. Im Rohrchen erhitzt, destilliert die 
Substanz, ohne daB Kohleabscheidung erfolgt. Beim Erhitzen 





1) Diese Zs, Bd. 163, 8S. 141 (1927). 
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auf dem Platinblech verfliichtigt sie sich restlos, wobei starker 
Geruch nach Trimethylamin auftritt. 


4, Spaltung des erschopfend methylierten Dihydropsychosins. 


Das methylierte Dihydropsychosin wurde im zugeschmol- 
zenen Rohr mit der 15fachen Menge 16°/,iger Schwefelsiiure 
5 Stunden in der Wasserbadkanone erhitzt. Aus der braun 
gefiirbten Hydrolysenflissigkeit fiel in strenger Winterkilte 
oder im Kisschrank ein kérniger, zuweilen auch gelatinéser 
Niederschlag aus. Er wurde in einem kalten Raum auf einem 
eréBeren Filterblattchen unter gleichzeitiger Kiihlung des Trich- 
ters mit Schnee abgesaugt, was lingere Zeit in Anspruch 
nahm, da der schmierig werdende Niederschlag sehr bald die 
Poren des Filters fast véllig verstopfte. Doch war es in den 
meisten Fallen noch miéglich, die Schwefelsiure mit wenig eis- 
kaltem Wasser wegzuwaschen. Durch ein- oder mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus Aceton unter Verwendung von Tierkohle 
erhielt man eine in kugeligen Gebilden sich abscheidende, rein 
weibe Substanz. Ein kleinerer Teil desselben Koérpers konnte 
noch beim EKinengen der Acetonmutterlaugen erhalten werden. 

Die Ausbeute wechselte stark je nach der Beschaffenheit 
des aus der Hydrolysenfliissigkeit sich abscheidenden Spalt- 
produktes. Sie betrug im Mittel von 5 Versuchen 36°/, der 
Theorie. Im giinstigsten Fall wurde eine Ausbeute von 57°/, 
erzielt. Besondere Schwierigkeiten machte die Aufarbeitung 
in jenen Fallen, bei welchen die Abscheidung sehr gelatinés 
war. Hier lieBen sich dann gréBere Verluste nicht vermeiden, 
so daB in einem der 5 Versuche die Ausbeute bis auf 12°/, 
herunterging. 

Zur Analyse kamen zwei Substanzen (a und b). a stammte aus 
Psychosin von Cerebron, b aus Psychosin von Cerebrosidgemisch I. 
Die Praparate waren im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 


a) 4,030 mg Substanz gaben 8,235 mg CO, und 3,870 mg H,O. 


0,1467 mg es ,  0,07T81 mg BaSO, (Carius). 
b) 4,653 mg os , 9,540 mg CO, und 4,490 mg H,0O. 


5,217 mg i: , 2,878 mg AJ (Zeisel-Preg)). 
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C,,H,,.NO,+-HSO, + */, H,O (450,46) 


Ber. 55,94°/, C 10,74°/, H 7,129), S 6,89°/, OCH, 
Gef. a) 55,7 10,7 1,3 
yb) 55,9 10,8 6,0 


Das Wasser liBt sich im Vakuum iiber P,O, bei 57° 
nicht entfernen. 

Die Substanz a wurde durch fraktionierte Krystallisation 
aus Aceton in zwei Fraktionen zerlegt. Beide verhielten sich 
vollkommen gleich. 

3,974 mg der 1. Fraktion gaben 1,818 mg AgJ. Gef. 6,0°/, OCHs. 

4,289 mg ,, 2. - » seo me , . » ‘6 

Das Salz faillt aus einer konzentrierten wiBrigen Lésung 
beim Abkiihlen mit Eis in runden Scheiben aus, die schon 
bei Zimmertemperatur stark quellen und schlieBlich in Lésung 
gehen. In Chloroform und Alkohol lést es sich leicht. Aus 
Alkohol krystallisiert es beim starken Abkiihlen in Nadeln. 
Von Aceton wird es nur in der Wirme gelést und fallt aus 
der heiBen Lésung beim Abkiihlen zum gréBten Teil wieder 
aus. Kugelige Gebilde, bestehend aus einem Aggregat von 
radial angeordneten Nadeln. 

Die Substanz sintert bei 70°, bei 185° wird voriibergehende 
Gasentwicklung beobachtet, was wohl von der Anwesenheit des 
Krystallwassers herriihren diirfte. Schmelzp. 284°. 

Chloroplatinat.. 70 mg des Sulfats wurden in 1 ccm 
Wasser geliést, einige Tropfen verdiinnte Salzsiure und 1 ccm 
10°/,ige alkoholische Platinchloridlésung zugegeben. Amorphe, 
fahlgelbe, kérnige Fiallung (79mg oder 93°/, der Theorie). 

Zur Analyse wurde das Salz aus 5ccm Alkohol um- 
krystallisiert (61 mg) und tiber Schwefelsiure im Vakuum gut 
getrocknet. 


3,325 mg Substanz gaben 5,765 mg CO, und 2,630 mg H,0. 


3,728 ,, " , 640. ww » Ss 
8,375 ,, q » 0,585 ,, Pt. 

4,645 ,, - » 2,188 ,, AgJ. 

4,503 ,, a , 2. « 

4,508 ,, - 1» «29,010 4, 45 


[C,,H,,NO,],PtC], (1096,75) 
Ber. 45,95°/, C 8,46°/, H 17,80°/, Pt 5,66°/, OCH, 
Gef. 47,3; 47,3 8,8; 8,7 17,3 6,1, 5,5, 5,9. 
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Nach fiinfmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol hatten sich die 
Werte nicht wesentlich geindert. 


5,035 mg Substanz gaben 8,640mg CO,, 3,710 mg H,O u. 0,878 me Pt. 

5,719 ,, 9 » 2,402 , AgJ. 

Gef. 46,8°% C 8,2°/, H 17,4°/, Pt 5,5°/, OCH. 

Cholinchloroplatinat lieferte bei der Methoxylbestimmung kein Jod- 
silber. 

Das Chloroplatinat krystallisiert aus Alkohol in gliinzenden 
Blattchen, von denen mehrere sich durchkreuzen, so daB wind- 
miihlenfliigelartige Aggregate entstehen. Besonders schén aus- 
gebildete langgestreckte Blittchen erhilt man aus verdiinnter 
Lésung beim langsamen Verdunsten an der Luft. 

Das Salz war von dem Chloroplatinat, das bei dem Methy- 
lierungsversuch des Dihydrosphingosins erhalten wurde, nicht 
zu unterscheiden. Beide hatten dieselbe Form und dieselben 
Systeme von Spaltbarkeit, parallel und symmetrisch zur Haupt- 
zone. Auch gegen polarisiertes Licht verhielten sie sich gleich. 
Beide zeigten eine negative Hauptzone und ganz schwache 
Doppelbrechung. Bei allen untersuchten Blittchen wurde das 
Grau I, Ordnung beobachtet. Der Brechungsexponent war etwa 
gleich dem des Nitrobenzols, die Ausléschung gerade zur 
Hauptzone. 

Schnell erhitzt zersetzte sich die Substanz bei 215°, nach- 
dem sie schon vorher zusammengesintert war. 


6. Methylierung von Dihydrosphingosin. 


Darstellung des Ausgangsmaterials. Levene und Jacobs’) haben 
die Hydrierung des Sphingosins in itherischer Lésung mit wiBrigem 
kolloidalen Palladium nach Paal vorgenommen, Wir hydrierten das 
Sulfat der Base in schwefelsaurer alkoholischer Lésung. 

Am besten bewiihrte sich folgendes Verfahren: Es wurde jeweils 
1 g Sphingosinsulfat, das durch Spaltung von Cerebrosidgemischen mit 
methylalkoholischer Schwefelsiiure gewonnen und noch nicht vollig frei 
von dem offenbar sehr schwer zu entfernenden Mono- bzw. Dimethyl- 
sphingosin war, in 30—40 ccm Alkohol unter Zusatz von einigen Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiiure gelést, 2 cem Wasser, 5mg Palladiumchloriir 





*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S, 550 (1912). 
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und 3 mg Gummiarabicum, beides in wenig Wasser gelést, zugegeben und 
in der Paal’schen Ente in einer Wasserstoffatmosphire unter gewohn- 
lichem Druck geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme begann 5—30 Min. 
nach Beginn des Schiittelns; jetzt wurde die Ente durch einen Rund- 
brenner schwach erwiirmt, um das ausfallende Sulfat zu lésen. Nach 
1/,—1 Stunde war die Absorption beendet und das Palladium ausgeflockt. 
Die absorbierte Menge Wasserstoff betrug etwa 120°/, der Theorie. Aus 
der vom ausgeflockten Katalysator abfiltrierten Loésung schied sich der 
gréBere Teil des Hydrierungsproduktes als Sulfat beim Abkiihlen aus. 
Das Salz wurde abgesaugt. Zur Gewinnung des in der Mutterlauge 
verbliebenen Teils engte man diese stark ein, machte mit Natronlauge 
alkalisch, fitherte die freie Base aus, nahm den Riickstand der iatheri- 
schen Lésung in Alkohol auf und neutralisierte mit alkoholischer Schwefel- 
siiure, wobei das Sulfat ausfiel, das nochmals aus Alkohol umkrystalli- 
siert wurde. Ausbeute: insgesamt 0,75 g. Das so gewonnene Sulfat war 
nicht methoxylfrei. 


4,096 mg Substanz gaben 1,002 mg AgJ; gef. 3,2°/, OCH,. 

Das Monomethylsphingosin besitzt einen Methoxylgehalt von 8,85 °/,, 
das Dimethylsphingosin einen solehen von 17,03°/). 

Zur Methylierung wurde vom Sulfat ausgegangen und wie 
oben bei der Methylierung des Dihydropsychosins verfahren. 
Nach dem Verjagen des iiberschiissigen Jodmethyls wurde das 
Reaktionsgemisch wiederholt mit Alkohol ausgekocht. Aus den 
vereinigten alkoholischen Extrakten fiel beim Abkiihlen eine 
geringe Menge glinzender Blittchen (I) aus, die abfiltriert 
wurden. Dann dampfte man das Filtrat unter vermindertem 
Druck ein und nahm den Riickstand in Ather auf. Aus der 
iitherischen Lésung schieden sich nach dem Kinengen der 
itherischen Lésung auf einige Kubikzentimeter beim Abkiihlen 
mit Kis Nadeln bzw. schmale Blittchen (II) aus, in welchen offen- 
bar dieselbe Substanz vorlag wie bei I. Sie wurden abfiltriert. 
Das Filtrat hinterlieB nach Verjagen des Athers den Haupt- 
teil des Methylierungsproduktes (III), aus dem wie unter 3. 
mit Hilfe von Silberoxyd das Jod entfernt wurde. Aus 1,0 
(0,7 bzw. 0,5) g Dihydrosphingosinsulfat wurden so 0,1 (0,24 
bzw. 0,1)g von I+II und 1,23 (0,56 bzw. 0,47)g von III er- 
halten. 


I+II. Zur Analyse wurden die Substanzen aus 50°/,igem wiBrigem 
Alkohol (a) bzw. aus Ather (b) umkrystallisiert. Bei a war I und I! 
vereinigt, bei b handelte es sich nur um II. 


4 
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a) 5,165 mg Substanz gaben 4,729 mg AgJ (Zeisel-Preg)). 


3,988 ,, ns » 1,818 ,, 5 (Carius). 

10,680 ,, ‘ » 0,254 ,, Asche. 
b) 4,019 ,, . » 4,103 ,, AgJ. 

4,442 ,, : . ae 

$317 ,, . » 0,791 ,, ,, und 0,022 mg Asche. 
CyHygNO.J (485,31) 

Ber. 12,789, OCH, 26,159), J 

Gef. a) 12,1 24,6 2,4°,, Asche 

b) 13,5; 13,6 23,9 0,7 


Nach dem Methoxyl- und Jodgehalt lag offenbar der Hauptsache 
nach das Jodid des vollstiindig methylierten Sphingosins vor. 


C,,H,,- CHOCH, -CHOCH,-CH,N(CH,),J. 
Die weiter unten gemachten Beobachtungen lassen darauf schlieBen, 
daB dieser Kérper wahrscheinlich aus den im Ausgangsmaterial ent- 
haltenen Methylsphingosinen entstand. 

Die Substanzen I und II beginnen bei 125° zu sintern und schmelzen 
bei etwa 255° unter Zersetzung. 

III. Schwach gelber Sirup, der leicht Kohlensiure aus 
der Luft aufnimmt. Leicht léslich in Wasser und den organi- 
schen Lésungsmitteln. Gibt ein schén krystallisierendes Chloro- 
platinat. Zur Darstellung desselben wurden 50 mg des Sirups 
in 8 ccm Alkohol gelést und nach dem Ansiiuern mit wenig 
wabriger Salzsiiure 0,5ccm 10°/,ige alkoholische Platinchlorid- 
ljsung zugegeben. Die sich ausscheidenden Krystalle wurden 
abgesaugt und aus 1ccm 96°/,igem Alkohol umkrystallisiert 
(46 mg). 

3,551 mg Substanz gaben 0,620 mg Pt. Gef. 17,5°/) Pt. 

5,665 ,, » 289 , Ag. . 54%, OGH,. 

Nach dem Methoxylgehalt ist nur eine Methoxylgruppe im 
Molekiil vorhanden. Es gelang nicht, durch abermalige Methylie- 
rung des Syrups noch mehr Methoxyl einzufiihren. Der bei der 
ersten Methylierung als Nebenprodukt gewonnene Korper mit 
zwei Methoxylgruppen im Molekil trat dann nicht mehr auf. 
Ks wurde nur ein Sirup erhalten, der wiederum dasselbe 
Chloroplatinat wie oben lieferte. 

5,370mg Substanz gaben 9,415mg CO,, 4,170mg H,O u. 0,913 mg Pt, 


5,262 ,, ‘ » 0,927 ,, Pt. 
4,969 ,, " » 2,348 ,, AgJ. 
5,015 ,, » 2,091 ,, AgdJ, 
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(Cy, H,gNO,},PtCl, (1096,75) 

Ber. 45,95°/, C 8,469, H 17,809, Pt  5,66°/, OCH, 

Gef. 47,8 8,7 17,0; 17,6 6,2; 5,5. 

Dieses Chloroplatinat war seinem ganzen Verhalten naci 
identisch mit dem, welches durch Spaltung des methylierten 
Dihydropsychosins gewonnen war. Die von der Theorie stark 
abweichenden Kohlenstoffwerte riihren méglicherweise her von 
dem Beginn einer Zersetzung, die beim lingeren Stehen im 
Exsiccator sich in einzelnen Fallen deutlich bemerkbar machte 
Die Substanz wurde schmierig und lieB sich dann beim Um- 
krystallisieren aus Alkohol nur amorph wieder erhalten. Ebenso 
verhielt sich das unter 5. erhaltene Chloroplatinat. 


Die Untersuchung wurde ausgefiihrt mit Mitteln, welche 
die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt hat, fiir deren Zuwendung wir unsern aufrichtigen 
Dank aussprechen. 





Uber den Chemismus der Adrenalinwirkung. 
1. Mitteilung. 


Von 


S. Edlbaecher und J. Kraus. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg ) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, August 1928.) 


Theoretischer Teil. 


Die zahlreichen Untersuchungen iiber die physiologische 
Wirksamkeit des Adrenalins haben noch keine Erkenntnis 
iiber die Natur der chemischen Reaktionen gebracht, durch 
die dieses Hormon seine Wirkungen auf den Stoffwechsel 
ausiibt. Und doch wird gerade die Kenntnis dieser chemischen 
Vorginge weitgehende Aufschliisse iiber eine ganze Gruppe 
yon wichtigen Stoffwechselvorgingen bringen. Es sei in diesem 
Zusammenhange besonders der Untersuchungen von O. Loewi 
beziiglich der Wirkungsweise des Adrenalins gedacht, durch 
die sich fiir diese Frage ganz neue Gesichtspunkte ergeben.’) 
Die systematische Untersuchung des Stofiwechsels der einzelnen 
Aminosiiuren anderseits, mit der sich der eine von uns (E.) 
schon lingere Zeit beschiftigt, dringte zu der Frage nach 
dem EKinflusse der verschiedenen Hormone auf das Schicksal 
der einzelnen HiweiBbausteine. Die vorliegende Abhandlung 
beschiftigt sich nun mit der Wirkung des Adrenalins. AuBer- 
dem sollte durch diese Untersuchung dem Fragenkomplex 
nihergetreten werden, der sich mit den Wechselbeziehungen 
zwischen Zucker und Eiweifstoffwechsel befaBt und besonders 


ee 


') Klin. Wochenschr. v. 12. November 1927. 
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durch die Forschungen von G. Lusk’), sowie die bekanntey 
Untersuchungen von Embden und die von Knoop und anderey 
in Angriff genommen war. Bei der zentralen Stellung, die 
dieses Hormon scheinbar im Stoffwechsel spielt, war zu hoffen, 
alle die erwihnten Probleme férdern zu kénnen. 

In dieser ersten Mitteilung bringen wir zunichst die Er. 
gebnisse rein chemischer Modellversuche beziiglich des Hin- 
flusses des Adrenalins auf Aminosiiuren. Als wichtigstes Re. 
sultat ergab sich dabei, da Glykokoll bei Gegenwart vo) 
geringen Mengen Adrenalin und von Sauerstoff unter Bildung 
von bedeutenden Mengen von Ammoniak und Kohlendioxy< 
zerlegt wird, wiihrend unter anaeroben Bedingungen keine 
Zersetzung dieser Aminosiiure stattfindet. Hs handelt sich 
also um eine eigenartige oxydative Desaminierung des Gly- 
kokolls, und zwar wird, wie im experimentellen Teile gezeiyi 
ist, fiir je 1 Mol gebildetes Ammoniak je 1 Mol Kohlendioxyi 
frei gemacht. AuBer dem Glykokoll untersuchten wir: Alanin 
Leucin, Valin, Glutaminsiiure, Phenylalanin, Tyrosin, Ornithin, 
Lysin, Arginin, Histidin, Tryptophan, Prolin, Cystin und Taurin. | 
Im Gegensatze zum Glycin konnte bei keiner dieser Amino- 
siuren auch nur eine annihernd so starke Zersetzung dure) 
das System Adrenalin—Sauerstoff festgestellt werden. Nur bei 
Cystin war eine deutlich meBbare Menge von Ammoniak fest- 
stellbar, doch erreichte sie nur ungefaihr 1/, der Menge, dic 
aus Glykokoll erhalten wird, wihrend die iibrigen Verbindunge1 
nur in minimalsten, gerade noch meBbaren Spuren zerlegt 
wurden. Das Glykokoll nimmt also beziiglich der oxydativen 
Zersetznug bei Gegenwart von Adrenalin eine Sonderstellung 
vor allen anderen Aminosiiuren ein. 

Dieses Ergebnis gewinnt durch die Beobachtungen von Stiibe!” 
Interesse, der nachwies, da8 eine Vermehrung des kreisenden Adrenalins 


auch eine vermehrte Ausscheidung von Lebereiwei8 zur Folge hat. 
Anderseits ist durch die Beobachtung von Pohl*) und von Falta‘) ein 


') Am. Jl. Phys. Bd. 22, S. 174 (1908); Jl. of Biol. Chem. Bd. i8 
S. 155 (1912). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 185, S. 74 (1920). 

3) Biochem. Zs. Bd. 78, S. 200 (1916). 

*) Zs. f. exp, Path. u. Ther. Bd. 15, 8. 356 (1914). 











Uber den Chemismus der Adrenalinwirkung. 241 


Hinweis des Einflusses des Adrenalins auf den Purinstoffwechsel gegeben. 
In dieser Richtung von uns angestcllte Versuche ergaben aber, dab 
Adenin, Guanin, Hypoxanthin, Thymin und Uracil, sowie Kreatinin 
durch Adrenalin bei Gegenwart von Sauerstoff nicht desaminiert werden. 

Die ausgepragte Spezifitit unserer Reaktion wird durch 
die schon genannten Beobachtungen von Lusk in den Vorder- 
grund geriickt, da sich bei seinen Versuchen iiber die Zucker- 
bildung aus Aminosiiuren fiir das Glycin auch eine gewisse 
Sonderstellung ergeben hat. 

In dieser Richtung laufende Versuche beschaftigen uns 
zurzeit noch. 

Wie im experimentellen Teile gezeigt werden soll, wurden 
bei unseren Versuchen bestenfalls etwa .45°/, des zugesetzten 
Glycins zerlegt. Der Grad des Umsatzes ist weitgehend von 
der Konzentration abhangig. Je gréBer die Glycinkonzentration 
ist, desto geringer ist der Betrag des prozentualen Abbaues. 
Glycin und Adrenalin stehen durchaus in keinem prozentualem 
Verhaltnis. Bei Anwendung einer Adrenalinkonzentration von 
1:125000 werden z. B. auf 1 Molekiil Adrenalin mehr als 
30 Molekiile Glycin zerlegt. Auf Grund dieser T'atsache diirfte 
es wohl berechtigt sein, von einer katalytischen Zersetzung des 
Glykokolls zu sprechen, bei der das Adrenalin die Rolle 
des Katalysators spielt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist aut die Reaktion 
von groBem Kinflusse. Ihr Optimum betragt etwa p,, = 7,7, 
wihrend die iuBersten Grenzen, bei denen die Reaktion sich 
noch verfolgen lieB, zwischen p,, = 6 bis 11 liegen. Bei den 
meisten der angefiihrten Versuche wurde daher bei p,, = 7,7 
gearbeitet und dieser Wert durch Anwendung yon Phosphat- 
puffer méglichst aufrecht erhalten. 


Uber die Oxydation von «-Aminosiiuren unter gelinden Bedingungen 
liegen bereits eine Reihe von Beobachtungen vor, jedoch ist von einer 
derartigen Ausnahmestellung des Glykokolls unseres Wissens bisher 
nichts bekannt gewesen. Warburg und Negelein'), sowie Wieland 
und Bergel*) untersuchten die Oxydation von Aminosiiuren mit mole- 
kularem Sauerstoff bei Gegenwart von aktiver Kohle bzw. Palladium- 


*) Biochem. Zs. Bd. 118, S. 257 (1920). 
*) Liebigs Ann, der Chem. Bd. 439, 8. 196 (1924). 
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schwarz. Wieland und Bergel konnten feststellen, da8 aus Glykoko)), 
Alanin und Phenylalanin in allen Fallen 1 Mol Kohlendioxyd und 1 Mo! 
Ammoniak und der um ein Kohlenstoffatom armere Aldehyd gebildet 
wurde. Bemerkenswerte quantitative Unterschiede im Grade der Um. 
setzung bei den untersuchten drei Aminosiiuren treten jedoch nicht auf, 
Sie tragen ihren Beobachtungen durch das folgende Reaktionsschema 
Rechnung: 


R-CH—COOH R-C—COOH R-CH+CO,  R-CH 
| > | -~ | - | +0i,. 
NH, NH NH O 


Nach ihrer Anschauung handelt es sich somit in der ersten Phase 
um einen Dehydrierungsvorgang. Sie stiitzen diese Anschauung durch 
eine von Traube') mitgeteilte Reaktion, nach der Chinon in der Siede- 
hitze Phenylaminoessigsiiure in Benzaldehyd, Kohlendioxyd und Ammo. 
niak iiberfiihrt und dabei selbst zu Hydrochinon reduziert wird.) 

In diesem Zusammenhange untersuchten wir nun den Kin- 
fluB der drei isomeren Dioxybenzole und es ergab sich, dai 
die Orthoverbindung, das Brenzkatechin in gleicher Weise 
wirkt wie das Adrenalin, wahrend Resorcin iiberhaupt nicht 
wirkte und Hydrochinon nur ganz schwache Wirkung ga). 
Das Ephedrin, sowie Guajacol erwies sich in Ubereinstimmung 
mit diesem Befunde als vollkommen wirkungslos. Fiir das 
Zustandekommen der Oxydationskatalyse des Glykokolls sind 
also die orthostindigen phenolischen Hydroxylgruppen not- 
wendig und unter Beriicksichtigung des genanten Traube- 
schen Versuches ist die Annahme wohl sehr berechtigt, dai 
die beiden wirksamen Substanzen Adrenalin und Brenzkatechin 
unter Ubergang in ein chinoides System als Sauerstoffiber- 
triger in spezifischer Weise zum Glycinabbau befahigt sind. 
Dadurch wiirde — die biologische Realitit der Reaktion vor- 
ausgesetzt — das erste Mal eine klare Vorstellung iiber den 
Sinn des Vorkommens der Brenzkatechingruppe des Adrenalins 
gewonnen sein. AuBer Ammoniak und Kohlendioxyd ist uns 
die Isolierung eines anderen Oxydationsproduktes in merklichen 
Mengen nicht gelungen. Zahlreiche in dieser Richtung an- 


*) Chem. Ber. Bd. 44, 8S. 3145 (1911). 

*) Nach J. Roest, Biochem. Zs. Bd. 176, 8S. 17 (1926) vermag 
Adrenalin auch molekularen O, auf Paraphenylendiamin zu iibertragen. 
Vel. dazu auch Szent-Gydéryi, Biochem. Zs. Bd. 181, S. 425 u. 433 (1927). 
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gestellte Versuche, auf deren genaue Wiedergabe wir hier ver- 
zichten, ergaben nur das Auftreten von sehr wenig Formaldehyd, 
der ja nach dem Wieland-Bergelschen Reaktionsschema 
entstehen miiBte. Auch untersuchten wir das Verhalten einiger 
Dipeptide, wobei wir bei Alanylglycin und Leucylglycin nur 
minimale Ammoniakbildung feststellen konnten, wihrend bei 
Glycylglycin auffallenderweise neben viel Ammoniak nur Spuren 
von Koblendioxyd auftraten. Die Besetzung der Carboxyl- 
gruppe des ersten Glycylmolekiils hat also den Reaktions- 
verlauf geindert. Ks muB aber vorlaufig dahingestellt bleiben, 
ob fiir unsere Reaktion der Verlauf nach dem genannten 
Schema anzunehmen ist oder nicht. 


In einer ihnlichen Weise haben C. Neuberg und Kobel?) 
den Abbau von Aminosdiuren durch Phenyl- und Methylglyoxal 
untersucht. Auch gelingt es Aminosiuren durch Isatin zu 
oxydieren.”) Jedoch unterscheiden sich alle diese Reaktionen 
von unserer Reaktion dadurch, daB die Wirkung der Brenz- 
katechinderivate erstens spezifisch auf Glykokoll eingestellt ist, 
und daB zweitens, die Reaktion durch im Verhiltnis zur 
Aminosiure minimale Mengen in Gang kommt. Mit genauen 
Versuchen iiber die Wirkung der Chinone selbst sind wir noch 
beschaftigt. Die vorhin erwahnte Tatsache, da sich bei der 
Reaktion nur ganz geringe Spuren Formaldehyd nachweisen 
lassen, 1ABt eine Reihe von anderen Deutungsméglichkeiten zu, 
tiber die wir uns aber heute noch nicht auslassen wollen. 

Endlich ist nun noch die Frage zu entscheiden, wie weit 
die hier mitgeteilten Ergebnisse fiir die Vorgiinge im Orga- 
nismus von Bedeutung sind. Nach Versuchen, die wir gemein- 
sam mit den Herren Kk. W. Merz und Burchard in Angriff 
genommen haben®*), ergab sich, daB Serum und Plasma die 
Reaktion stark aktivieren, wihrend Koérperchen, sowie Organ- 
zellen diese stark hemmen. Wir werden dariiber noch ausfihr- 
lich berichten. 


1) Biochem. Zs. Bd. 188, S. 179 (1927). 

2) Chem. Ber. Bd. 44, S. 3145 (1911). 

‘) Vorliiufig mitgeteilt in den Sitzungsberichten der Heidelberger 
Akademie der Wissenschaften, 1928, 10. Abhdig. 
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Experimenteller Teil. 


Alle Versuche wurden, insofern es nicht vermerkt ist, im 
Thermostaten bei 38° ausgefiihrt. Als ReaktionsgefiBe dienten 
weite Reagiergliser, wie sie bei der Folinschen Ammoniak- 
bestimmung zur Anwendung kamen. 

Als Pufferlésung wurden Sérensensche Phosphatlésungen 
verwendet. Ohne Pufferzusatz geht der Umsatz weit schlechter 
vor sich. Ks gelangte stets ,,l-Superarenin-Hoechst“ zur An- 
wendung. Die genau gewogene Menge der freien Base wurde 
in etwas mehr als der berechneten Menge ganz verdiinnte: 
Salzsiure gelést, die Lésung auf 1:500 verdiinnt und un- 
mittelbar vor dem Versuche durch Zusatz von einigen Tropfen 
verdiinnter Natronlauge auf die gewiinschte Wasserstoffionen- 
konzentration gebracht. Wiahrend der Dauer des Versuches 
wurde ein langsamer Strom von Sauerstoff durchgeleitet (etwa 
1 Blase pro Sekunde; Luft ist ebenso wirksam). Unmittelbar 
nach dem Mischen wird das Folinréhrchen mit der mit Siure 
beschickten Vorlage verbunden. Man kann auf diese Weise 
eine grobe Zahl von Versuchen durch Hintereinanderschaltung 
gleichzeitig durchfiihren. Nach SchluB des Versuches wurde 
die Reaktionsfliissigkeit durch Natronlauge stark alkalisch ge- 
macht und in der iiblichen Weise das Ammoniak durch einen 
starken Luftstrom iibergetrieben und titriert. Die gleichzeitige 
Bestimmung von Ammoniak und Kohlendioxyd wurde so aus- 
gefiihrt, daB ein durch ein Treppenrohr mit konzentrierter 
Natronlauge von Kohlensiure sorgfaltig befreiter Sauerstofi- 
strom durch Versuchsréhrchen und Siurevorlage strich. Dann 
passierte der Gasstrom ein weiteres Treppenrohr, daB eine 
gemessene Menge n/20-Barytwasser und einige Tropfen Phenol- 
phthalein enthielt. Nach Beendigung der Oxydation wurde 
die Reaktionsfliissigkeit durch einen im Stopfen des Reaktions- 
gefiiBes befindlichen Hahntrichter mit 10°/, Phosphorsiure an- 
gesiuert und die Rest-Kohlensiure durch zweistiindiges rascheres 
Durchleiten von Sauerstoff iibergetrieben. Die Barytlauge 
wurde dann in dem Treppenrohre mit n/50-Salzsiure titriert. 
Zur Bestimmung des gleichzeitig gebildeten Ammoniaks wurde 
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dann die Reaktionsflissigkeit mit Natronlauge alkalisch ge- 
macht und in der oben angegebenen Weise verfahren. 

seem n/10-Glycinlésung von py = 7,7 mit 10 cem Pufferlésung 
Py = 7,7 und 1eem Adrenalinlésung 1:500. Nach 72 Stunden Sauer- 
stoffdurchleitung sind 9,0 cem n/50-NH, gebildet worden, d.i, = 36 °/, 
des vorhandenen Glykokoll-Stickstofts. 

Im allgemeinen ist die Reaktion nach 12 Stunden zum 
Stillstand gekommen. Erneuter Zusatz von Adrenalin hat 
dann nur mehr geringe Wirkung. 

Adrenalinlésungen allein, sowie Glycinlésungen allein gaben 
in Blindversuchen minimale Mengen Ammoniak bzw. Kohlen- 
siure ab (eine ?/,,ccm n/10-Saure entsprechend). Diese Blind- 
werte sind bei allen nachfolgenden Versuchen der Einfachheit 
halber schon abgezogen. 

DaB sich bei der Reaktion tatsichlich Ammoniak und 
nicht etwa ein Alkylamin bildet, wurde wie folgt bewiesen: 
Das bei der Destillation iibergehende Ammoniak wurde in 
n/50-HCl aufgefangen, und einer Alkylimidbestimmung nach 
der von EK. ausgearbeiteten Methode unterworfen.!) Wieder- 
holte Bestimmungen ergaben keine Bildung von Jodsilber. 

Wie schon gesagt, wirkt Luft genau so wie Sauerstofi. 
Fiihrt man die Versuche unter Durchleiten von Stickstoff 
durch, so erhilt man keine Spaltung. Desgleichen ist die 
Spaltung fast Null, wenn die Réhrchen wihrend der Dauer 
des Verweilens im Thermostaten ohne Gasdurchleitung gut 
verschlossen bleiben. Die Spaltung ist also streng aerob. 


Einfiu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 


Ansatz: Je 5 cem Glycinlésung, die auf das jeweilige py, gebracht 
worden war, 10 cem Puffer (Phosphatmischung), je 1 ccm Katalysator 
(Adrenalin oder Brenzkatechin neutral). Dauer des Versuches 12 Stunden 
bei 38°. 

Es wurden noch eine groBe Zahl ihnlicher Versuche mit 
kiirzeren und lingeren Zeitriumen ausgefiihrt. Sie ergaben 
alle das gleiche Optimum. 





*) Diese Zs. Bd. 101, S. 278. (1918). 
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n/50cem NH, 
EL a RAT 
Adrenalin | Brenzkatechin 
5,9 1,0 0,9 
6.8 4,0 22 
7.2 5,7 3.2 
7,4 6,1 4,2 
7,7 5,6 5,2 
8,0 5,2 5,3 
8.5 4,9 5.0 
9,0 5,0 4,1 
11,0 14 | 1,5 





EinfluB der Glykokolikonzentration. 
Je geringer die Aminosiurekonzentration ist, desto griBer 
ist der prozentuale Wert der Spaltung. 


Beispiel: Steigende Glycinmengen bei py = 7,7. Katalysator- 
menge und Volumen sind konstant. 





Glycinlésung Spaltung 
ecm *f. 
0,17 42 
0,50 23 
1,70 G5 
5,00 4,2 





EinfluB8 der Adrenalinkonzentration. 

Ks existiert bei einer festgelegten Glycinkonzentration 
eine optimale Konzentration des Katalysators beziiglich eines 
groBtméglichen prozentualen Umsatzes. Berechnet man jedoch 
hieraus, wieviele Molekiile Glycin jeweils durch 1 Molekiil 
Adrenalin oxydiert werden, so indert sich das Bild. Wie aus 
diesem hervorgeht, kann 1 Molekiil Adrenalin bei geniigender 
Verdiinnung mehr als 30 Molekiile Glycin zur Reaktion bringen. 
Man darf demnach hier wohl von einem katalytischem Vor- 
gange sprechen, bei dem der Katalysator allmihlich durch 
Zersetzung unwirksam wird. Die Beobachtung bei noch ge- 
ringerer Adrenalinkonzentration wird unsicher. Wir haben 
daher darauf verzichtet. Ahnliches gilt vom Brenzkatechin. 


Uber den Chemismus der Adrenalinwirkung. 247 


Adrenalinkonzentration. 
Ansatz: 5 cem n/10-Glykokoll, 10 ccm Puffer p,;, = 7,1. Zeitdauer 
92 Stunden. Adrenalinldsung 1:500 und Wasser bis zum Volumen 
25 ecm. 














Aieegstine | Adrenalin. | Spaltung in com n/60-NH,] 1 Mol Ads. 
— semen Unkorrigiert Korrigiert Glykokoll 
0,1 1: 125000 1,8 1,6 29 
0,3 1: 41700 3.4 3,1 19 
0,5 1: 25.000 4,1 3,8 14 
1,0 1: 12500 5,2 4,8 8,3 
3,0 1 4170 5,1 4,3 2,6 
6,0 1: 2080 4,8 3.4 1,25 
10,0 1: 1250 4,5 2,3 0,42 
2,0 ') — 0,4 oie oe 
8,0 *) aaa 1,1 — _ 











EinfluB der Temperatur. 


Im Intervall von 20—70° steigt die Umsetzung fast pro- 
portional mit der Temperatur. 


Dauer des Versuches = 2 Stunden. 





Temperatur ecm n/50-NH, Temperatur ecm n/50-NH, 
21°. 0,3 48° 3,2 
30 1,1 60 4,7 
87,5 1,9 70 5,3 














Versuche mit anderen Aminosiduren. 


Soweit nichts besonderes vermerkt ist, kommen die natiir- 
lichen, optisch aktiven Formen zur Anwendung. Alle Lésungen 
wurden vorher auf das p, = 7,7 gebracht. Dauer des Ver- 
suches etwa 16 Stunden. Es sei noch bemerkt, daB 0,3 ccm 
n/50-Lésung die Fehlergrenze der Methode darstellt. 


) Sind Blindwerte des Adrenalins (Ansiitze ohne Glykokoll). In 
Stab III, 2 der Tabelle sind die jeweils entsprechenden Adrenalin-Blind- 
werte in Abzug gebracht, dazu 0,2 cem fiir Selbstzersetzung (oder Ver- 
unreinigung) des Glykokolls. 
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ecm n/50-NH, ccm n/50-NH, 
Glykokoll . . . 5,0 Lysin . . , 0,3 
Alegin, . . + 0,3 Arginin .. . 0,5 
Vem. ss eS 0,8 Histidin . . . 0,3 
Laue «ok oe 0,6 Tryptophan . . 0,2 
d,l-Phenylalanin . 0,2 d,l-Prolin. . . 0,0 
TO a ks 0,6 Cystin. . .. 1,6 
d,l-Ornithin . . 1,0 Co ee 0,3 


(Das zur Verwendung gelangte Ornithin war mdglicher- 
weise nicht vollkommen rein.) 
Ganz negativ verhielten. sich: 
Harnsiure, Adenin, (tuanin, Hypoxanthin 
Thymin, Uracil und Kreatinin. 


? 


Versuche mit isomeren Dioxybenzolen. 
Ansatz wie gewohnlich. 5 cem n/10-Glycin. Phosphat py = 7,7. 




















eem n/50-CO, | eem n/50-NH, 
Brenzkatechin. . .. . 6,4 3,1 
Hydrochinon . ... . 1,2 0,6 
ae ea ae 0,0 0,0 
i ne ae 0,0 0,4 
Epnetonin . . . 4 «+ 0,0 0,3 


Bestimmung des Kohlendioxydes neben Ammoniak. 


Alle Versuche folgendermaBen: 5 cem n/10-Glyein, 10 cem Puffer, 1 eem 
Adrenalin bzw. aquimolare Lisung von Brenzkatechin. Temperatur 38°. 

















— Molar- 
Diy a Katalysator ee 0 bene verhialtnis 
( oe n/50-CO, | n/50-NH, CO, : NH, 
7,7 16 Adrenalin 11,8 5,6 1,05: 1 
7,7 10 a 12,4 5,7 1,09: 1 
1,7 6 ‘ 8,4 3.7 1,14:1 
7,7 15 ~ 12,0 5,8 1,04:1 
7,17 16 ‘ 4,2 1,9 1,10:1 
7,2 15 i 14,4 6,6 1,09: 1 
7,2 15 Brenzkatechin 10,0 4,8 1,04: 1 
7,2 18 : 12,8 6,2 1,03:1 
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Die Priifung auf eventuell gebildete Alkylamine wurde 
schon erwihnt. Sie verlief negativ. 

Zur Isolierung des eventuell gebildeten Formaldehydes 
wurde die Reaktionsfliissigkeit eines gréBeren Ansatzes im 
Vakuum eingeengt. Im eisgekiihlten Destillate wurde eine 
minimale Menge Formaldehyd durch fuchsinschweflige Siure, 
Morphin—Schwefelsiure und Fallung mit Dimedon nachgewiesen. 
Die Menge des Aldomedons reichte nicht zu einer Schmelz- 
punktbestimmung aus. Diese Untersuchung muB8 fortgesetzt 
werden. 

Anhangsweise sei noch erwahnt, da bei der Desami- 
nierung des Glycylglycins die Menge der gebildeten Kohlen- 
siure nur minimal ist. 

So lieferte z. B. ein Versuch auf: 

5,5 com n/50-NH, nur 0,7 ccm n/50-CO,. 


Endlich haben wir noch eine groBe Zahl von Versuchen 


iiber den EinfluB verschiedener Salze und Verbindungen auf 


die Reaktion ausgefiihrt, und zwar mit: Natriumfluorid, Natrium- 
bromid, Kaliumjodid, arseniger Siiure, Kaliumrhodanid, Mangan- 
sulfat, Eisenchlorid und Urethan. Es lieB sich in keinem Falle 
ein bemerkenswerter HinfluB dieser Zusitze feststellen. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, die dem einen 
von uns (K.) von der Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 
schaft bewilligt waren. 

Wir sprechen dieser dafiir unseren Dank aus. 











Uber das Vorkommen und den Nachweis eines 
hamochromogendhnlichen Pigmentsin tierischen Nebennieren. 


Bei Untersuchung verschiedener tierischer Organe auf 


(Der Redaktion zugegangen am 13, August 1928.) 


A. Rosenbohm. 


(Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 





Cytochrom?!) fand sich regelmiBig in der Nebenniere des Schweins 
neben einer sehr schwachen, eine sehr intensive Absorptions- 
bande, die etwa der Lage der Cytochrom-b und -c-Streifen 
Anfiainglich wurde dieses Spektrum fiir ein Cyto- 
chromspektrum mit sehr intensivem b-Streifen und schwaicherem 


entsprach. 


e-Streifen gehalten. 


Die mittlere Lage der Absorptionsbanden in up wurde, 


wie tolgt, bestimmt: 











a4 
w) 








559, 1 





Ratten-Nebenniere. 


Rinder-Nebenniere. 


557,5 
557,8 








528,1 
530,6 
528,6 


531,9 
528,9 


529,8 


Schweine-Nebenniere. 


(Organ) 


529,6 (Organbrei mit */, °/)-iger 


Sodalésung verriihrt, ab- 
zentrifugiert und die iiber- 
stehende Fliissigkeit 
spektroskopiert). 


') Bierich, Rosenbohm u. Kalle, Diese Zs. Bd.164, S. 207—216 


on 
(1927). 
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Die Ablesungen wurden mit dem Léwe-Schummschen 
Gitter-MeBspektroskop gemacht. Als Beleuchtungsquelle diente 
eine Bogenlampe. Die in dem Bogenlichtspektrum sichtbaren 
Na-Linien wurden dabei zur Feineinstellung und zur Eichung 
der Wellenlingenskala benutzt. Untersucht wurden Gewebs- 
stiicke von etwa 2—4mm Dicke, von denen das Blut ober- 
fiichlich abgetupft oder abgespiilt war. Es wurde die Breite 
der Streifen abgelesen und daraus die mittlere Lage berechnet, 

Die Werte fiir den «-Streifen differieren zwischen 557,6 
und 559,83. Bei der Rinder-Nebenniere Villa lieB sich zeigen, 
daB die «-Bande in eine dunklere und eine hellere, blauwirts 
gelegene Zone zerfallt. Die mittlere Lage der dunkleren Zone 
allein betrigt 559,1, die der dunkleren und helleren zusammen 
557,5. In den Ablesungen I—VII wurden diese beiden Zonen 
nicht immer deutlich unterschieden, daher legen die Werte 
z.'T. bei etwa 559,1, z. T. bei etwa 557,6 und z.T. dazwischen, 
Ob das Spektrum der helleren Zone durch das gleiche Pigment 
bzw. einem anderen Dispersitiitsgrad dieses Pigments oder durch 
die gleichzeitige Anwesenheit von Hamoglobin oder einem anderen 
Pigment bedingt ist, konnte bisher nicht entschieden werden. Der 
8-Streifen ist oft weniger intensiv und weniger scharf abgegrenzt, 
wodurch die gréBeren Ablesungsdifferenzen erklirt sein mégen. 

Nach Zusatz von H,O, zu dem Nebennierengewebe trat 
unter Schwinden der urspriinglich festgestellten Absorptions- 
banden nach einiger Zeit ein oxy-himoglobinahnliches Spek- 
trum auf (mittlere Lage der 2 Banden etwa 577 und etwa 
540). Beim Reduzieren des Gewebes mit Na,S,O, traten die 
anfangs beobachteten Absorptionsbanden wieder auf, auberdem 
aber eine schwache Verschattung, die wohl einem Himoglobin- 
spektrum entsprach. 

Aus der Lage!) der Streifen, sowie aus ihrem Verhalten 


') Schumm gibt in seinem Buche ,,Die spektrochemische Analyse 
natiirlicher organischer Farbstoffe“, Jena 1927 fiir eine aus Blut dar- 
gestellte Hiimochromogenlésung die Lage von @ mit 558,5 und von p 
mit 529 (diese Werte wurden von uns berechnet aus der Breite der von 
Schumm angegebenen Streifen), fiir eine solche aus pathologischem, 
hamatinhaltigem Blutserum @ mit 559 an. 
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gegeniiber Oxydations- und Reduktionsmitteln schlieBen wir, 
daB es sich hier um ein Hamochromogen bzw. um reduziertes 
Hamatin handelt. 

Wir fanden dieses Himochromogenspektrum bisher stets 
in den Nebennieren frisch') geschlachteter Schweine, Rinder 
und weiBer Ratten. In der menschlichen Nebenniere gelang 
es uns bisher nicht, Himochromogen nachzuweisen, vielleicht, 
weil wir bisher nur ungeeignetes Sektionsmaterial untersuchen 
konnten. Es hat den Anschein, als ob das Himochromogen 
in der Nebenniere ausschlieBlich im Mark, nicht aber in der 
Rinde vorkommt. 

In anderen normalen Geweben konnten wir freies oxy- 
diertes oder reduziertes Hamatin nicht nachweisen. 

Bemerkenswert erscheint, da’ bei der perniciédsen Aniimie 
und einigen anderen akuten und chronischen Erkrankungen 
Hiimatin zwar — im Blutserum — nachweisbar ist, hier aber 
nur im oxydierten Zustand gefunden wird, wihrend es nach 
den hier mitgeteilten Beobachtungen in der normalen Neben- 
niere im reduzierten Zustand — als Hamochromogen — vorliegt. 

Da das Himatin ausschlieBlich im Nebennierenmark vor- 
kommt und dieses gleichzeitig Adrenalin enthalt, kénnte daran 
gedacht werden, ob nicht zwischen Himatinbildung und Adre- 
nalin Beziehungen bestehen. Zu diesem Zweck wurden Blut- 
kérperchen in physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt 
und mit oder ohne Zugabe verschiedener Organstiicke in Adre- 
nalinkonzentrationen von 1:2500 12 Stunden bei 37° gehalten, 
Unter diesen Bedingungen trat in der Aufschwemmung weder 
Himatin noch Himochromogen auf, gelegentlich dagegen saures 
Methimoglobin. 


1) Ob es auch im lebenden Tier nachweisbar ist, wissen wir nicht. 








— 
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Studien iiber die Struktur des Seidenfibroins. 


Von 
Emil Abderhalden und Herbert Mahn. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitaét Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, August 1928.) 


Die Beobachtung von Weimarn, wonach es gelingt, 
Seidenfibroin z. B. in Lithiumbromidlésung weitgehend zu 
dispergieren, hat die Méglichkeit eréffnet, der Frage nach- 
zugehen, ob der von Seidenleim befreite erwiihnte EiweiBstoff 
sich unter geelgneten Bedingungen in einzelne Fraktionen 
aufteilen lat, etwa in dem Sinne, wie R. O. Herzog sich den 
Aufbau einzelner Proteinoide vorstellt.') Bekanntlich nimmt er 
an, daB Seidenfibroin ein Gemisch, bestehend aus (vermutlich) 
einer krystallisierten Substanz und amorphen Verbindungen, 
darstellt. Kr kommt zu diesem SchluB, weil verschiedene 
Seidenfibroinarten und ferner das Gewebe der Madagaskar- 
spinne identische Réntgendiagramme ergeben haben. Da nun 
die Hydrolyse der genannten Proteinoide, insbesondere was die 
Mengen der an ihrem Aufbau beteiligten Aminosiiuren an- 
betrifft, zum Teil ganz erhebliche Unterschiede in ihrer Zu- 
sammensetzung aufgedeckt hat, so nimmt Herzog an, daf der 
fiir das Réntgendiagramm allein in Frage kommende krystalli- 
sierte Koérper allen genannten Kiweifarten gemeinsam sei. 
Dazu kimen dann in wechselnder Menge Beimengungen, deren 
Zusammensetzung fiir die Verschiedenheit der Gesamtstruktur 
der einzelnen Seidenfibroinarten und der Spinnenseide mab- 





1) Vgl. u. a. Helvetica Chimica Acta Bd. 11, 8. 529 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXVIII. 17 
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gebend sein soll. Wiirde es gelingen, aus dem Seidenfibroin 
heraus ohne tiefergehende Kingriffe Fraktionen abzuscheiden, 
die sich durch ihren Gehalt an Aminosiuren scharf unter- 
scheiden, dann miiBte die Grundanschauung von Herzog einer 
experimentellen Priifung zuginglich sein. Wir haben nun 
beobachtet, daB Seidenfibroin, das in 50 °/,iger Lithiumbromid- 
lésung dispergiert ist, bei Zusatz von in Chloroform geléstem 
Brom einen flockigen Niederschlag liefert, wihrend ein Teil 
des dispergierten Proteinoids nicht gefallt wird. Ferner stellten 
wir fest, da& bei mehrfach wiederholter Durchfiihrung des Ver- 
suches das Ergebnis stets in engen Grenzen das gleiche war, 
und der mit Brom ausfallbare Kérper Analysenwerte ergab, 
die unter sich gut iibereinstimmten. Die quantitative Auf- 
arbeitung des durch Zusatz von Brom fillbaren und _ nicht 
fillbaren Produktes ergab, daB der bei weitem gréBte Teil 
(75—80°/,) des dispergierten Seidenfibroins mit Brom zur 
Ausfillung kam, wahrend nur ein ganz geringer Anteil der 
Fallung entging. Wir fiihrten von beiden Produkten die Total- 
hydrolyse durch. Die Ergebnisse sind im experimentellen Teil 
mitgeteilt. Es zeigte sich, daB in jenem Produkt, das Brom 
aufgenommen hatte und gefallt worden war, Glykokoll, Alanin, 
Serin und 2,5-Dibromtyrosin vorhanden waren. Zur Identi- 
fizierung des 2,5-Dibromtyrosins stellten wir den Athylester 
dieser Verbindung dar und verglichen ihn mit dem aus den 
Hydrolysenprodukten des bromierten Seidenfibroins gewonnenen 
Produkt. Die Aufarbeitung des nicht mit Brom fiallbaren 
Anteils des in 50°/,iger Lithiumbromidlésung dispergierten 
Seidenfibroins hatte mit groBen Schwierigkeiten zu kimpfen, weil 
es nicht gelang, das Lithiumbromid vollkommen zu entfernen. 
Nachgewiesen wurde Glykokoll, ferner wurde die Anwesenheit 
von Alanin wahrscheinlich gemacht. Leider reichte die Substanz- 
menge zu einer Fraktionierung der isolierten Produkte nicht 
aus. Wahrscheinlich war neben Alanin noch Serin vorhanden. 

Das angestrebte Ziel, Seidenfibroin in Bestandteile auf- 
zulésen, ohne gleichzeitigen Abbau, ist somit nicht erreicht 
worden, vielmehr kam im wesentlichen das gesamte Proteinoid 
in Gestalt seiner Bromverbindung zur Abscheidung, und zwar 
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erfolgte die Anlagerung des Halogens an die im Seidenfibroin 
vorhandene Tyrosinkomponente. Der sehr geringe Anteil an 
Produkten, die bei Zusatz von Brom nicht zur Ausfallung 
kamen, ist vielleicht auf noch anhaftenden Seidenleim zuriick- 
zufiihren. Unser Befund vermag, da er in negativem Sinne 
ausgefallen ist, fiir die Anschauung von Herzog keinen Bei- 
trag zu liefern. Er kann im Sinne einer Hinheitlichkeit des 
Seidenfibroins aufgefaBt werden. Man kann aber auch der 
Auffassung sein, daB die sogenannten Beimengungen dem 
krystallinen Gebilde so fest anhaften, da8 eine Trennung nicht 
ohne weiteres méglich ist. Man kann schlieBlich auch der An- 
schauung huldigen, da8 ein Nebeneinander verschiedener Be- 
standteile im Seidenfibroin nicht vorliegt, und trotzdem ein 
einheitliches Strukturgefiige vorhanden ist, dem je nach der 
Seidenart verschiedene Gruppen von Aminosiuren angelagert 
sind, so daB, falls Réntgendiagramme wirklich das vermégen, 
was von ihnen erwartet wird, eine Gemeinsamkeit im Aufbau 
der von Herzog gepriiften Proteinoide gewiibrleistet wire. 
Hervorgehoben sei noch, daf wir priiften, ob Seidenfibroin, 
das in 50°/,iger Lithiumbromidlésung dispergiert verschieden 
lange Zeit der Kinwirkung von n-Alkali ausgesetzt wird, cin 
gleiches Brombindungsvermégen aufweist, wie das nicht vor- 
behandelte Proteinoid. Es ist dies der Fall. Zwar zeigten sich 
geringe Unterschiede in der Bromaufnahme, jedoch sind diese 


ohne Zweifel auf Versuchsbedingungen — vielleicht auf die 
Feinheit der Dispergierung — zuriickzufiihren. Ein groBer 


Unterschied zeigte sich jedoch in der Menge der beim Brom- 
zusatz auftretenden Fiallung. Sie nahm schon nach ganz kurzer 
Kinwirkung von n-Alkali sehr rasch ab, um aber dann auch 
bei linger dauernder Alkaliwirkung nicht mehr wesentlich zu 
fallen. Wird Seidenfibroin kurze Zeit mit n-Alkali im siedenden 
Wasserbad behandelt, dann wird auch noch annihernd die 
gleiche Menge Brom aufgenommen, wie, wenn keine Behandlung 
des Proteinoides erfolgt ist, nur fillt der ausfillbare Anteil noch 
weiter ab. Entscheidend fiir die Bromaddition ist der Gehalt 
an Tyrosin. Der Umstand, daB mittels Bromzusatzes eine 


Aufteilung des durch n-Alkali abgebauten Seidenfibroins még- 
iy” 
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lich ist, indem sich fallbare und nicht fillbare Anteile scheiden 
lassen, erdffnet die Méglichkeit der Isolierung von einheitlichen 
Abbauprodukten zusammengesetzter Natur aus dem genannten 
Proteinoid. Wir haben in dieser Richtung auch schon viel 
Miihe aufgewandt. Die Ergebnisse sind jedoch zurzeit nicht 
reif fiir eine Mitteilung. 

AnschlieBend an von dem einen von uns (A.) gemeinsam 
mit K.Schnitzler mitgeteilte Beobachtungen iiber die Struktur 
des Seidenfibroins verfolgten wir die Einwirkung von n-Alkali 
auf das in 50°/,iger Lithiumbromidlésung dispergierte 
Proteinoid und zwar an Hand der Zunahme an NH,—N. 
Ks zeigte sich, daB die Aufspaitung bei 37° sehr rasch er- 
folete — bedeutend schneller als z. B. bei der Gelatine. Ferner 
war der Anteil an ,, Aminosiiuren“ (bestimmt nach Willstitter 
durch Titration in $0°/,igem Alkohol mit n/5-Lauge) am Zu- 
wachs des Aminostickstoffs wesentlich gréBer als beim unter 
eleichen Bedingungen bewirkten Abbau von Elastin und Gelatine. 
Das Drehungsvermégen des Hydrolysengemisches sank rasch ab. 

Wir verfolgten ferner den Abbau des Seidenfibroins 
mittels des Dialysierverfahrens. Es zeigte sich, dab 
schon 5 Minuten Jange Einwirkung von n-Alkali — es ist dies 
die kiirzeste Beobachtungszeit, sehr wahrscheinlich hebt die 
Bildung dialysierbarer Produkte noch friiher an — geniigte, 
um im Dialysat Abkémmlinge des verwendeten Proteinoides 
in Krscheinung treten zu lasser. Mittels der Biuret- und 
Ninhydrinreaktion suchten wir einen EKinblick in den Gang 
des Abbaues zu erhalten. Es zeigte sich, daB die letztere 
sprunghaft zunahm. 

Endlich haben wir noch die Angreifbarkeit von nicht 
vorbehandeltem und von verschieden lange Zeit dem 
KinfluB von n-Alkali ausgesetztem Seidenfibroin durch 
Pepsinsalzsiure und Trypsin—Kinase-Erepsin gepriift. 
Der letztere Fermentkomplex bestand aus einem Auszug von 
nach dem Verfahren von Waldschmidt-Leitz und Mit- 
arbeitern gewonnenem ‘T'rockenpulver aus Pankreasdrisen, nur 
war die Trennung der Fermente nicht durchgefihrt. Das 
Seidenfibroin kam bei allen Versuchen im dispergierten Zu- 
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stand zur Verwendung (vgl. den experimentellen Teil). Wahrend 
Pepsinsalzsiure sich als wirkungslos erwies, vermochten die 
Fermente der Pankreasdriise eine Hydrolyse herbeizufiihren. 
Besonders stark wurde das nicht vorbehandelte Seidenfibroin 
angegriflen. Wurde dieses zuvor verschieden lange Zeit mit 
n-Alkali vorbehandelt, dann war die Zunahme an Aminostick- 
stoff zum Teil entsprechend dem héheren. Ausgangswert nicht 
so groB. Es zeigt sich der EKinfluB der bereits unter der 
Alkaliwirkung eingesetzten Hydrolyse. Der Umstand, daB das 
nicht mit n-Alkali vorbehandelte Seidenfibroin durch Fermente 
angegriffen wird, macht es in hohem Ma8e wahrscheinlich, 
daS die Dispergierung in 50°/,igem Lithiumbromid keinen 
rein physikalischen ProzeB darstellt, vielmehr diirfte die Struktur 
des Proteinoides Veriinderungen erfahren und zwar im Sinne 
einer Aufspaltung. Dafiir spricht auch, da8 nach erfolgter Lésung 
des Seidenfibroins in Lithiumbromidlésung NH,—N nachweis- 
bar wird, wihrend das genuine Fibroin keinen Gehalt an 
solchem erkennen lift. Kiime eine Aufspaltung nicht in Be- 
tracht, dann kénnte aus dem erwihnten Befunde gefolgert 
werden, daS fir das Seidenfibroin ein Aufbau aus Diketo- 
piperazinen nicht in Frage kommt, eben weil Komplexe vor- 
handen sind, die dem Trypsin—Kinase- + Erepsinkomplex zu- 
ginglich sind. Es schlieBt jedoch der erhobene Befund einer 
Angreifbarkeit von in Lithiumbromidlésung dispergiertem 
Seidenfibroin das Vorkommen von 2,5-Dioxopiperazinen oder 
verwandten Strukturen im Seidenfibroin nicht aus — vielleicht 
kommen auch ganz groBe Ringsysteme in Frage —, wohl aber 
diirften daneben polypeptidartige Kombinationen von Amino- 
siuren zugegen sein. Vielleicht bilden die ersteren jenen 
Komplex im Seidenfibroin, der im Roéntgendiagramm erfabt 
wird. Es ist beabsichtigt, diese Studien mit den ,,reinen“ 
Fermenten fortzusetzen. Auch sie sollen unter anderem dazu 
dienen, Abbaustufen ausfindig zu machen, die durch ihre 
Kigenschaften oder solche von Derivaten Handhaben zu ihrer 
Isolierung ergeben. 

Erwihnt sei schlieBlich noch, daB wir versucht haben, aus 
Seidenfibroin hervorgegangene Abbaustufen mittels 
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Benzoylchlorids zu kuppeln. Zu unserer Uherraschung 
erhielten wir das angewandte Benzoylchlorid zum weitaus 
gréBten Teil als Benzoesiiure wieder. Unterdessen ist beob- 
achtet worden, daB manche Polypeptide sich unter den bis 
jetzt bekannten Bedingungen nicht benzoylieren lassen. Dieser 
Befund wird weiter verfolgt. Es wird jetzt gepriift, ob andere 
Kuppelungen mehr. Erfolg versprechen. Zunichst ist die 
Methylierung mit Dimethylsulfat in Angriff genommen worden. 


Experimenteller Teil. 


I. Ausfillung eines Produktes beim Zusatz von Brom in 
Chloroformlésung zu in 50°/, iger Lithiumbromidlésung 
dispergiertem Seidenfibroin. 


100 g Seidenfibroin wurden mit 1000 cem 50 °/,iger Lithiumbromid- 
lésung iibergossen und etwa 20—25 Minuten im Wasserbade (80°) erwirmt, 
wobei es in Lésung ging. Dann wurde die Lésung mit 1000 cem Wasser 
verdiinnt. Das Filtrat wurde nun unter sehr gutem Umriren all- 
miihlich in kleineren Portionen mit 21,6 g Brom in 180 cem Chloroform 
versetzt. Der flockige Niederschlag, der schon bald nach der Zugabe 
der ersten Anteile der Brom-Chloroformlésung ausfiel, wurde so lange 
kriiftig umgeriihrt, bis er fast weiB geworden war, ein Zeichen dafiir, dab 
alles Brom zur Reaktion gekommen war. Die Lithiumbromidlésung war 
nach vollendeter Fiallung nur schwach gelb gefirbt. Der Niederschlag 


wurde abfiltriert — am besten eignen sich dazu Faltenfilter Nr. 1117'/, 
Schleicher und Schill — und so oft mit Wasser ausgewaschen und 


dekantiert, bis das Waschwasser nur noch eine schwache Halogenreaktion 
gab. Hierauf wurde das Bromprodukt noch 3—4 mal mit 96 °/,igem 
Alkohol und 1 mal mit Ather digeriert, abgesaugt und im Vakuum- 
exsiccator iiber Schwefelsiiure getrocknet. Durchschnittlich war der 
Riickstand ein schwach grau gefirbtes, trockenes Pulver. Bisweilen 
konnte er aber auch beim Trocknen zu harten, grau gefirbten Krusten 
zusammenbacken. 

Die Ausbeuten betrugen durehschnittlich 88—93 g. 

Das Bromprodukt war in Wasser, gesittigter Natriumearbonat- 
lésung unldslich, in verdiinnten und konzentrierten Alkalilésungen 
(NaOH, KOH) beim Erwiirmen unter Zersetzung léslich, beim Abkihlen, 
Verdiinnen mit Wasser oder beim Ansiiuern fiel nichts aus, nur bei An- 
wendung einer gréBeren Konzentration an Bromprodukt triibte sich 
beim Abkiihlen die alkalische Lésung und konnte zu einer ziihen Gallerte 
erstarren. Verdiinnten Siiuren (HCI, HNO,, H,SO,) gegeniiber war es 
recht widerstandsfihig. In organischen Lésungsmitteln: Essigester, 


Fy 
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Aceton, Chloroform, Methyl-, Athylalkohol, Eisessig, Phenol, Anilin, 
o-Toluidin war es unldslich. Bei Extraktionsversuchen von 10 g Brom- 
produkt mehrere Tage lang im Soxhletapparat mit Essigester, Chloro- 
form, Aceton, Methyl- und absolutem Athylalkohol blieb jedesmal beim 
Verdampfen des Extraktionsmittels im Vakuum nur ein ganz un- 
bedeutender, gelb-rotbrauner, schmieriger Riickstand zuriick. In Glycerin 
liste sich das Bromprodukt bei liingerem Erhitzen unter starker Braun- 
firbung. Offenbar trat Zersetzung ein. In 25 °/,iger Lithiumbromidlésung 
war es unldslich, wibrend es sich beim Erwirmen in 50 °/,iger Lithium- 
bromidlésung léste. Aus dieser Lésung konnte es mit Methyl- und 
Athylalkohol, durch Verdiinnen mit Wasser, dagegen nicht mit ver- 
diinnten Situren oder Ammoniak ausgefillt werden. Eine weitere 
Bromierung der Substanz in 50°/,iger Lithiumbromidlésung mit Brom 
in Chloroformlésung war nicht zu beobachten. Eine Abspaltung des 
Broms durch Kochen mit verdiinnter Salpetersiure war nur in ganz ge- 
ringem MaBe mdglich. Dagegen lieB sich das Brom abspalten, wenn 
die Substanz, in Wasser suspendiert, mehrere Stunden (etwa 10 Stunden) 
mit Zinkstaub am RiickfluBkiihler gekocht wurde. Die Anhydridreaktionen 
(Pikrinsiure-, m-Dinitrobenzoesiiurereaktion) waren sehr schwach positiv, 
ebenso die Ninhydrinreaktion. Weiter war die Millonsche Reaktion 
negativ, die allerdings dann positiv wurde, wenn das Brom durch 
Reduktion mit Zinkstaub entfernt war. Die Xanthoproteinreaktion war 
dagegen positiv. 

Weiterhin wurden in 3 Portionen, je etwa 0,2 g Bromprodukt in 
5eem 50°, iger Lithiumbromidlésung durch Erwiirmen gelést. In der 
ersten Portion wurde sofort der Aminostickstoffgehalt nach Sdrensen 
durch Formoltitration bestimmt. Zu den zwei anderen Portionen wurden 
je 5eem 2n-Natronlauge zugesetzt, so da die Lésungen an Alkali 
normal waren. Dann wurde auf 38° erwirmt. In der zweiten Portion 
wurde nach 16 Stunden, in der dritten Portion nach 46 Stunden die 
Alkalieinwirkung unterbrochen und der Aminostickstoffgehalt gleich- 
falls nach S6rensen durch Formoltitration ermittelt, In der Tab. 1 
sind die erhaltenen Werte zusammengestellt. 


Tabelle 1. 
Alkalieinwirkung auf das Bromprodukt. 








Zeit 











°/, Aminostick- 
i i /5-H,SO = 
ege 8 in Stunden slahaliaie stoff 
0,1470 0 0,45 0,86 
0,2000 16 3,67 5,14 
0,0857 46 3,60 11,77 
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Bei den Aufspaltungsversuchen war deutlicher Geruch nach aroma- 
tischen Bromverbindungen festzustellen. Es gelang jedoch weder durch 
Ausschiitteln mit Ather, noch durch Ubertreiben mit Wasserdampf ent- 
sprechende Verbindungen zu gewinnen. Eine Isolierung von Spalt- 
produkten durch Ausfillen mit Alkohol miBlang ebenfalls, da bei Alkali- 
einwirkung die Fillbarkeit sehr rasch verloren geht. In einem weiteren 
Versuche wurde 1 g Bromprodukt in 10 ecem 50°/,iger Lithiumbromid- 
lésung gelést; dann wurden 10 ecm 2n-Lithiumhydroxydlésung zu- 
gegeben. Hierauf wurde 19 Stunden auf 38° erwirmt und dann die 
Alkalieinwirkung durch Neutralisation mit 20 ccm n-Bromwasserstoff- 
siiure unterbrochen. Die Lésung wurde im Vakuum eingedampft, der 
Riickstand mit etwa 10°/,iger Natriumbicarbonatlésung aufgenommen 
und mit Benzoylchlorid gekuppelt. Nach der Benzoylierung wurde mit 
verdiinnter Salzsiure angesiiuert und die Benzoesiiure mit Ather entfernt. 
Es blieb nur eine sehr geringe Menge zuriick. Der Riickstand war in 
Ather unléslich, schwer léslich in Alkohol und Wasser, léslich in ver- 
diinntem Alkali. Beim Umfillen aus verdiinntem Alkali mit Saure fiel 
er in braunen, amorphen Flocken aus. 

Das Bromprodukt wurde weder von Pepsin-Salzsiure bei 38°, 
noch von Pankreasfermenten bei einem py von 8,0—8,2 bei 38° an- 
gegriffen. 

Es wurde von verschiedenen Ausfillungsprodukten der Stickstoff- 
gehalt, teilweise auch der Kohlen-, Wasserstoff- und der Bromgehalt 
ermittelt. 

Material I. Stickstoffbestimmung. 

0,1591 g Substanz verbrauchten 18,51 ecm n/10-H,SQ,. 

Gef. N 16,80 %,. 


Material II. Die Analysensubstanz war mit Chloroform, Essig- 
ester, Aceton, Methyl- und Athylalkohol extrahiert worden. Total- 
analyse. 

0,1860 g Substanz gaben 0,3049 g CO,. 


0,1598 g " ,  0,2602 g CO,. 

0,1860 g “i »  0,0931 g H,9. 

0,1598g ,, ,  0,0889 g H,O. 

0,1771 g i verbrauchten 21,21 eem n/10-H,SQ,. 
0,1151 g ™ o 13,76 eem n/10-H,SOQ,. 
0,1301 g 7 15,45 cem n/10-H,SO,. 
001773 g sy, gaben 0,00440 ¢ AgBr. 

0,01230 g -" 5  0,00308 g AgBr. 

0,1197 g . »  0,0002 g Asche. 

Gef. C H N Br Asche 
44,72 /, 5,60 %/, 16,78°/, 10,56°/, 0,17 %/, 
44,42 5,88 16,75 10,66 _ 

ne von 16,64 hee ~ 


— . ——— 7 
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Material III. Stickstoff- und Brombestimmungen. 
0,1110 g Substanz verbrauchten 13,17 cem n/10-H,SO,. 


0,1135 g - ‘ 13,48 cem n/10-H,SQ,. 
0,01481g ,, gaben 0,00303 g AgBr. 
0,01498 g ” »  0,00311 g AgBr. 

Gef. N 16,63 16,64 %, Br 8,71 8,84 /, 


Hydrolyse des Bromproduktes. 


60 g Bromprodukt wurden mit 500 cem 25 °/,iger Schwefelsiiure 
zunichst 4 Stunden im siedenden Wasserbade erwiirmt, bis es zum 
gréBten Teile in Lésung gegangen war. Dann wurde das Hydrolysat 
noch 19 Stunden im Baboblech am RiickfluBkiihler gekocht. Nach be- 
endeter Hydrolyse wurde die Schwefelsiiure mit frisch umkrystalli- 
siertem Bariumhydroxyd ausgefallt. Das Filtrat wurde im Vakuum 
eingedampft. Der Riickstand wog 58 g. Aus dem Riickstande lieB sich 
mit Ather eine sehr geringe Menge eines gelben, schmierigen Produktes 
ausziehen. Weiterhin war zu beobachten, da8 der Hydrolysenriickstand 
ammoniakalische Silbernitratlésung reduzierte. Das Destillat reagierte 
gegen Lackmus neutral. Es lieBen sich weder mit Nitroprussidnatrium, 
noch mit Nitrophenylhydrazin Brenztraubensiiure oder andere fliichtige 
Carbonylverbindungen nach weisen. 


Aufarbeitung des Hydrolysenriickstandes, 


Der Riickstand des Hydrolysates (58 g) wurde in 300 cem absolutem 
Alkohol mit gasférmiger Salzsiure verestert. Die alkoholische Lésung 
wurde dann nach bekannter Methode auf Glykokollesterchlorhydrat auf- 
gearbeitet. Es hatten sich 27g Glykokollesterchlorhydrat (was 
25°/, Glykokoll des Hydrolysengemisches entspricht) abgeschieden. 
Bei nochmaliger Veresterung und Aufarbeitung auf Glykokollesterchlor- 
hydrat fand keine Abscheidung von solchem mehr statt. Das Glykokoll- 
esterchlorhydrat wurde aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. 

Schmelzpunkt des Glykokollesterchlorhydrates 114° (unkorr.). 


0,1038 g Substanz verbrauchten 7,51 ecm n/10-H,SO,. 
0,1694 g ~ - 12,17 eem n/10-H,SOQ,. 
C,H,,0O,NCl Ber. N 10,04 °%/, 

Gef. ,, 10,14 10,07 °/, 

Das Filtrat vom Glykokollesterchlorhydrat wurde im Vakuum ein- 
gedampft, so oft mit absolutem Alkohol aufgenommen und eingedampft, 
bis im Destillat keine Salzsiiure mehr nachzuweisen war. Der trockene, 
zahe Destillationsriickstand wurde nunmehr mit 30 cem absolutem Alkohol 
aufgenommen und mit 300 cem absolutem Ather iiberschichtet. Dann 
wurde unter Abkiihlen mittels einer guten Kiiltemischung so lange 
trockenes NH,-Gas eingeleitet, bis die Lésung an NH, gesiittigt war. 
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Das Ammoniumehlorid schied sich dabei als feste, graubraun gefirbte 
Masse ab. Nun wurde der Ather abgegossen und der Riickstand mehr- 
mals mit absolutem Ather ausgeschiittelt. Das Estergemisch wurde in 
der iiblichen Weise im Vakuum fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen 
wurden sofort verseift. 

Fraktion I. Sie ging bei 11 mm und 30—45° (Wasserbad 40—60°) 
iiber. Die Ausbeute betrug nach der Verseifung 6 g Alanin. 


Bestimmung der Drehung. 
0,8913 g Substanz in 10 cem n-HCl ergaben im 1 dem-Rohr: 


a =+0,85° bei 18°; [a], = + 9,54° 


Stickstoffhestimmung. 
0,0956 g Substanz verbrauchten 10,85 cem n/10-H,SQ,. 
0,1423 g a ‘s 16,06 eem n/10-H,SQ,. 
C,H,O,N Ber. N 15,73 °/, 
Gef. ,, 15,90 15,81, 
Fraktion II, Diese Fraktion ging bei 11 mm und 45—50° (Wasser- 
bad 60—100°) iitber. Die Ausbeute betrug nach der Verseifung 9 g Alanin. 


Bestimmung der Drehung. 
0,8909 g Substanz in 10 cem n-HCl ergaben im 1 dem-Rohr: 


a = +1,07° bei 189; [a] = + 12,019, 


Stickstoffbestimmung. 


0,1300 g Substanz verbrauchten 14,44 cem n/10-H,SO,. 
0,1013 ¢g ” os 11,44 cem n/10-H,SO,. 
C,H,O,N Ber. N 15,73 °/, 

Gef. ,, 15,56 15,82 %, 

Es wurde auBerdem Benzoyl-d-alanin nach E. Fischer her- 
gestellt. Schmelzp. 149—150° (angegeben 148°), 

Die Gesamtausbeute an Alanin betrug also 15 g (was 26°/, des 
Hydrolysengemisches entspricht). 

Fraktion III. Sie ging bei 4mm und 105—106° (Olbad 100—200°) 
iiber. Der Verseifungsriickstand bestand aus 2 g eines Aminosiure- 
gemisches (Alanin, Leucin und Serin), dessen Hauptbestandteil Serin 
war, wie sich aus dem Stickstoffgehalt der abgetrennten Aminosiiure 
und dem Stickstoffgehalt der Benzoylverbindung schlieBen lieB. Das 
Aminosiiuregemisch wurde mit absolutem Alkohol ausgekocht, um ge- 
ringe Mengen iibergegangenen Anhydrides zu entfernen. Der Riick- 
stand wurde dann nochmals fraktioniert krystallisiert. Die als rein 
anzusehende Serinfraktion betrug knapp 1,2 g (was 2,1°/, Serin des 
Hydrolysengemisches entspricht). 
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stickstoffbestimmung. 
0,1112 g Substanz verbrauchten 10,29 cem n/10-H,SO,. 


C,H,O,N Ber. N 13,34 %/, Gef. N 12,96 %/, 


Die Benzoylverbindung wurde nach der Angabe von Sérensen 
in stiirkerer alkalischer Lésung dargestellt, um das Monobenzoyl- 
serin zu erhalten. Dieses krystallisierte aus Wasser in biischelférmig 
angeordneten, liinglichen, achteckigen Platten aus, die zur vélligen Ent- 
fernung von Dibenzoylserin mit Benzol ausgekocht wurden. 

Schmelzp. 159—160° (die Differenz zwischen dem Schmelzp. 159 
bis 160° und 171°|Angabe von Sérensen] ist erklirbar, da optisch ver- 
schiedenes Ausgangsmaterial verwendet wurde). 


Stickstoffbestimmung. 
0,0402 g Substanz verbrauchten 1,85 cem n/10-H,SO,. 
0,0432 g 7 - 2,08 ecm n/10-H,SQ,. 


Gef. ,, 6,45 6,75 °/, 


Der Riickstand der Destillation betrug etwa 11 g. Er roch deut- 
lich nach Zersetzungsprodukten. Er war in Wasser unléslich, léslich 
in Alkohol, aus dem er sich in braungelben Flocken mit Wasser wieder 
ausfillen lieB. 


9 g des Riickstandes wurden mit 200 cem Wasser und 20 g 
frisch umkrystallisiertem Bariumhydroxyd zur Verseifung angesetzt und 
12 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Das Bariumhydroxyd wurde 
dann mit Schwefelsiiure ausgefallt und das Filtrat vom Bariumsulfat im 
Vakuum eingedampft. Der Riickstand betrug 5 g. Dieser wurde noch- 
mals verestert, dann wurden, wie oben angegeben, die Ester mit NH, 
in Freiheit gesetzt. Ein Teil der Ester wurde durch Ausschiitteln mit 
Ather extrahiert. Der Ather wurde abdestilliert und der Ester wie 
iiblich durch lingeres Kochen mit Wasser verseift. (Bei der Verseifung 
schieden sich geringe Mengen von Zersetzungsprodukten aus.) Der Ver- 
seifungsriickstand wog etwa 2,5 g. 

Ein Teil des Riickstandes wurde mit 50 cem Wasser und mit 5g 
Zinkstaub ungefihr 5 Stunden am Riickflubkiihler gekocht, dann wurde 
wenig Magnesiumoxyd zugesetzt, umgeschiittelt und filtriert. Das Filtrat 
wurde eingedampft. Der Riickstand lieB sich mit Millonschem Reagenz 
als Tyrosin feststellen. 


Der Versuch, in dieser Fraktion durch Kuppela mit §-Naphthalin- 
sulfochlorid noch Serin zu isolieren, gelang nicht, da trotz vielfachen 
Umfiallens des erhaltenen § Naphthalinsulfoderivates nur ein braunes, 
zihes Ol erhalten werden konnte. 
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Das mit Ather ausgeschiittelte Ammoniumchlorid wurde im Soxhlet- 
apparat erschépfend mit Essigester extrahiert. Der Riickstand des Essig- 
esters wurde gleichfalls mit Wasser verseift. Der Verseifungsriickstand 
betrug etwa 0,9 g. Auch diese Aminosiurefraktion wurde durch Kochen 
mit Zinkstaub entbromt, worauf sich diese Fraktion gleichfalls als Tyrosin 
nachweisen lieb. 

Ferner lieBen sich weitere Mengen des Dibromtyrosinithyl- 
esters aus dem Ammoniumchlorid-Niederschlag, der sich bei dem in 
Freiheitsetzen der Ester gebildet hatte, durch Extraktion im Soxhlet 
mit Essigester gewinnen. Die Ausbeute an Dibromtyrosinithyl- 
ester betrug 4,2 g. Der Dibromtyrosinester wurde mehrmals aus 
Essigester — 1g Ester in 60 cem Essigester — umkrystallisiert, aus 
dem er rasch in kleinen, flachen, an den Ecken abgestumpften 
Tiifelchen ausfiel. 

Der Schmelzpunkt lag bei 170—171°, nachdem die Substanz bei 
166—168° gesintert war. 


Brom- und Stickstoffbestimmungen des Dibromtyrosiniithylesters. 
0,00690 g Substanz gaben 0,00696 g AgBr. 


0,01095 g e »  0,01098 g AgBr. 
0,1292 g ‘ verbrauchten 8,75 eem n/10-H,SO,. 
C,,H,,0,N Br, Ber. N 8,82 °/, Br 48,56 °/, 
Gef. ,, 4,07 42,93, 42,68. 


(Die etwas gré8ere Differenz zwischen gefundenem und berech- 
netem Bromwert ist erklirlich durch die schon 6fters beobachtete 
Schwierigkeit bei Halogenbestimmungen von aromatischen Halogenver- 
bindungen.) 

Die Gesamtausbeute an Dibromtyrosinithylester betrug etwa 
7,9 g (was 6,8°/, Tyrosin des Hydrolysengemisches entspricht). 

1g Dibromtyrosiniithylester in 100 cem Wasser wurde durch elf- 
stiindiges Kochen am RiickfluBkiihler verseift, dann wurden zur wiBrigen 
Lésung 3 g Zinkstaub zugegeben. Hierauf kochten wir 51/, Stunden, gaben 
etwas Magnesiumoxyd zu, schiittelten um und filtrierten. Das Filtrat 
wurde eingedampft. Der Riickstand, der hiiufig in Form spieBiger, 
biischliger Krystalle erstarrte, lieB sich durch das Millonsche Reagens 
als Tyrosin nachweisen. 


Die Tyrosinriickstiinde der einzelnen entbromten Fraktionen wurden 
mit Phenylisocyanat gekuppelt und nach der iiblichen Methode auf- 
vearbeitet. Das Phenylisocyanattyrosin hatte den Schmelzp. 192° 
(194° von L. Hugouneng und A. Morel angegeben). *) 


ee 


1) C. R. Bd. 142, 8. 48 (1908). 
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Hydrolyse der mit Brom—Chloroformlésung nicht 
ausgefallten Anteile des Seidenfibroins. 


Ein Versuch, das Lithiumbromid aus dem Filtrat vom ausgefillten 
Bromprodukt durch Dialyse zu entfernen, scheiterte daran, daB auch 
die Fibroinspaltprodukte durch die Membran dialysierten. Nunmehr 
wurden das Filtrat und die Waschwisser vom Bromprodukt im Vakuum 
eingedampft. Der Riickstand wurde mit konzentrierter Salzsiiure hydro- 
lysiert. Nach der Hydrolyse und dem Kindampfen der salzsauren L6- 
sung wurde der Riickstand mit 2000 cem absolutem Alkohol und Salz- 
siiure verestert, wobei ein Teil der Lithiumhalogenide ausfiel. Von 
diesem wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde auf etwa ein Drittel des 
urspriinglichen Volumens eingedampft und auf 0° abgekihlt. Es fiel 
ein weiterer Teil der Lithiumsalze aus. Das Filtrat wurde eingedampft, 
erneut mit Alkohol verestert und in gleicher Weise, wie oben, noch 
weitere Mengen Lithiumhalogenide entfernt. Es lieB sich nicht fest- 
stellen, ob dabei Glykokollesterchlorhydrat mit entfernt worden war. 
Da auch jetzt noch die nicht véllig ausgefallenen Lithiumhalogenide 
bei dem Infreiheitsetzen der Ester so stdrten, daB keine freien Ester 
sich im Ather lésten, wurden die Ester in Wasser gelést und durch 
10 stiindiges Kochen verseift. Die Lésung wurde hierauf eingedampft, 
wieder in wenig Wasser aufgenommen und mit einer Lésung von 
sekundirem Natriumphosphat versetzt, wozu noch so viel Alkali zu- 
gesetzt wurde, daB das Gemisch nicht sauer reagierte. SchlieBlich 
wurde nochmals eingedampft. Der Riickstand wurde mit ungefiihr 
12°/,igem Ammoniak aufgenommen. Es wurde von dem nicht gelésten 
Lithiumphosphat abfiltriert. Das Filtrat wurde abermals eingedampft 
und der Riickstand mit Alkohol verestert. 

Bei der Aufarbeitung auf Glykokollesterechlorhydrat schieden sich 
knapp 2 g davon ab. Es wurde durch mehrfache fraktionierte Um- 
krystallisation aus absolutem Alkohol von geringen Mengen mit nieder- 
gerissenem Amimoniumehlorid getrennt. 

Der Schmelzpunkt einer Mischprobe mit Glykokollesterchlorhydrat 
([: I) war 144° (unkorr.). 

Das Filtrat vom Glykokollesterchlorhydrat wurde nach der schon 
Ofters erwiihntea Methode weiterverarbeitet. Der hierbei erhaltene Ester- 
anteil wurde wegen seiner geringen Menge ohne Destillation sofort 
durch Kochen mit Wasser verseift. Die Ausbeute betrug 0,3 g an 
Aminosiuren. Die Stickstoffbestimmungen dieser Fraktion gaben 
folgende Werte. 


0,1033 g Substanz verbrauchten 10,33 eem n/10-H,SO,. 
0,1004 g - .9 9,95 cem n/10-H,SO,. 


Gef. N 14,01, 18,88°/,. 
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Auch hier wurde das Ammoniumchlorid im Soxhlet mit Essigester 
erschépfend extrahiert. Es wurde eine sehr geringe Menge Ester er- 
halten, der mit Wasser verseift und nach der oben beschriebenen Methode 
mit Zinkstaub behandelt wurde. Der Riickstand, der stark aschehaltig 
war, wog etwa 0,01 g und gab nur eine au8erordentlich schwache 
Millonsche Reaktion. 

Bei einer Wiederholung des Versuches wurde versucht, die Li- 
thiumsalze vor der Hydrolyse und Veresterung mittels sekundirem 
Natriumphosphat abzutrennen. Es zeigte sich jedoch, daB die Fallung 
nach erfolgter Veresterung wiederholt werden muBte. 


Darstellung des 3,5-Dibromtyrosinathylesters. 


3 g 3,5-Dibromtyrosin — das Dibromtyrosin war nach der Methode 
von Zeynek') aus 1|-Tyrosin dargestellt worden — wurden mit 40 eem 
absolutem Alkohol iibergossen und dieser mit Salzsiuregas gesittigt. Die 
Lésung wurde noch 2 Stunden im Wasserbade am RiickfluB8kiihler ge- 
kocht. Der Alkohol wurde dann im Vakuum abdestilliert und das 
Esterchlorhydrat aus heiBem Alkohol (auf 1 g Substanz 6 cem absoluter 
Alkohol) umkrystallisiert. Das Chlorbydrat krystallisiert in langen, flachen, 
an den Ecken zugespitzten, biischeligen Tiifelchen aus. Aus der Mutter- 
lauge lieB sich mit Ather noch ein weiterer Anteil des Chlorhydrates aus- 
fillen. Es krystallisierte nach und nach in kleinen, flachen Blittchen aus. 

Die Ausbeute betrug 3,5 g (97°/, d. Th.). Schmelzp. 115—116° 
(sintert bei 114°, unkorr.). 

2 g Esterchlorhydrat wurden in mdglichst wenig Wasser gelist, die 
Lisung mit viel Kaliumearbonat versetzt und das Gemisch mit Essigester 
mehrfach ausgeschiittelt. Nach dem Abdestillieren des Essigesters blieb der 
3,5-Dibromtyrosinithylester als schwach gelblich gefiirbter, feinkrystal- 
liner Riickstand zuriick. Der Ester wurde aus heiBem Wasser — auf 
1g Ester 60 eem Wasser — umkrystallisiert. Die Liésung blieb 24 Stdn. 
bei 0° stehen. Die Ausbeute betrug 1,3 g (72°/, d. Th.). Nach dem Um- 
krystallisieren sank die Ausbeute um 50 °/,. 

Der Ester ist in Essigester gut ldslich, in absolutem Alkohol, 
Methylalkohol, Aceton und in heiBem Wasser lésiich, sehr schwer lés- 
lich in Ather und in kaltem Wasser, unléslich in Petroliither. Aus 
Alkohol und Essigester lie’ sich der Athylester als feinkrystalliner 
Niederschlag ausfiillen. Aus Essigester fiel er beim Umkrystallisieren 
hiufig nur als ganz feiner, krystalliner Niederschlag aus. Aus heiBem 
Wasser krystallisierte er meist allmiihlich in kleinen, dreieckigen, an 
den Ecken abgestumpften Bliittchen aus. Schmelzpunkt des Esters 163 
bis 165° (bei 157—158° begann er zu sintern). 

0,00665 g Substanz gaben 0,00681 g AgBr. 

C,,H,,O,NBr, Ber. Br. 43,56°/, Gef. Br 43,58°/,. 





') Diese Zs. Bd. 114, 8. 275 (1921). 
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II. Prifung der Frage, ob die Menge des durch Brom fallbaren 
Produktes aus Seidenfibroin durch die Dauer seiner Erhitzung 
in 50°/,iger Lithiumbromidlésung beeinflu8t wird. 


5 g Seidenfibroin wurden in 100 cem 50°/,iger Lithiumbromidlésung 
durch etwa */, stiindiges Erwirmen im Wasserbade auf 80° gelést. Die 
Lésung wurde von geringen Verunreinigungen durch Filtration getrennt 
und das Filtrat mit Wasser auf genau 100 cem aufgefillt. Die Lésung 
wurde im siedenden Wasserbade erwirmt. In den unten angegebenen 
Zeitabschnitten wurden je 10 cem Lésung entnommen und mit 30 cem 
Wasser verdiinnt. Die Lésung wurde nun so lange unter sehr kriftigem 
Umschiitteln mit einer Brom—Chloroformlésung (5,9940 g mit Chloroform 
auf 100 cem aufgefiillt) titriert, bis das Chloroform sich nicht mehr ent- 
firbte. Dann wurden die Lisungen, um die Gewichtsmenge der aus- 
gefallenen Niederschliige zu bestimmen, zentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde 3mal mit destilliertem Wasser, 3mal mit absolutem Alkohol und 
2mal mit trocknem Ather gewaschen und der anhaftende Ather im 
Vakuum abgesaugt. Die Tabelle ist so angeordnet, daB erstens die Zeit, 
die die Seidenfibroinlésung im siedenden Wasserbade erwirmt wurde, 
zweitens die verbrauchte Brom—Chloroformlésung in cem und drittens 
die Menge des ausgefallenen Niederschlages in g angegehen ist. 


Tabelle 2. 
Ausfillung und Bromaddition von Seidenfibroin, das in 50°/,igem 
Lithiumbromid dispergiert wurde. 





Nr. Zeit ecm brom- g Nieder- 
in Stdn. | Chloroformlésg. | schlagsmenge 

1 0 1,60 0,4504 

2 1 1,57 0,4193 

3 2 1,64 0,4479 

4 6 1,60 0,4503 











Die vorliegenden Befunde zeigen, daB die gestellte Frage zu ver- 
neinen ist. Es lieB sich kein EinfluB der Dauer des Erwiirmens des in 
50°/,iger Lithiumbromidlésung dispergierten Seidenfibroins auf die Menge 
des mit Brom fillbaren Produktes nachweisen. 


III. Welchen Einflu8 hat die Dauer der Einwirkung von 
n- Alkali auf in 50°/, iger Lithiumbromidlosung dispergiertes 
Seidenfibroin bei 38° auf die Menge des durch Brom fallbaren 


Produktes. 
Zu diesem Versuche wurden 10 g Seidenfibroin in 100 eem 50°/,iger 
Lithiumbromidlésung in der eben geschilderten Weise gelést, filtriert 
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und mit Wasser auf 100cem aufgefiillt. Darauf wurden der Lésung 
100 cem 2 n-Natronlauge zugefiigt, so da8 die Lésung an Seidenfibroin 
etwa 5°/,ig, und an Alkali normal war. Die Aufspaltung wurde bei 38° 
durchgefiihrt. Im Moment der Alkalizugabe, dann in den unten an- 
gegebenen Zeitabschnitten wurden je 10cem Lésung abpipettiert, mit 
10 ecm n-Salzsiure neutralisiert und mit 20 ecm Wasser verdiinnt. In 
der gleichen Weise, wie bei Versuch J, wurde nun die weitere Aufarbei- 
tung gehandhabt: Titrierung mit Brom—Chloroformlésung (es fand ebenso 
die gleiche Brom-Chloroformlésung Benutzung), Bestimmung der Ge- 
wichtsmenge des ausgefallenen Niederschlages. 

Die Anordnung der Tabelle ist ebenfalls die gleiche. Die Zeit- 
angabe gibt die Kinwirkungsdauer des Alkali auf das geléste Seiden- 
fibroin an, die verbrauchte Menge Brom-Chloroformlésung ist in cem, 
die Niederschlagsmenge in g aufgeschrieben. 


Tabelle 3. 


Ausfillung nach Bromaddition von vorbehandeltem Seidenfibroin. 








ir. Zeit eem Brom- g Nieder- 
in Stunden | Chloroformlésg.| schlagsmenge 
1 0 1,35 0,4596 
2 1 1,44 0,1509 
3 1, 1,36 0,1304 
4 3/4 1,40 0,1026 
5 1 1,37 0,0850 
6 i'/, 1,50 0,0839 
7 2 1,41 0,0599 
8 3 1,58 0,0406 
9 5 1,60 0,0191 
10 8 1,48 0,0235 
11 22 1,35 0,0150 
12 46 1,36 0,0077 











IV. Ausfallung nach Bromaddition von Seidenfibroin, das mit 
n-Natronlauge direkt behandelt war. 


In einem weiteren Versuche wurde 1 g Seidenfibroin in 20 cem 
n-Natronlauge 20 Minuten im siedenden Wasserbade behandelt, wobei 
der grébte Teil des Fibroins in Lésung ging. Nun wurde mit 20 ecm 
n-Salzsiiure die Natronlauge neutralisiert, yom Riickstande (0,31 g) filtriert 
und der Riickstand mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat und die Wasch- 
wiisser wurden auf 100 cem aufgefiillt. 50 ccm dieser Lésung wurden mit 
einer Brom—Chloroformlésung (7,1623 g Brom mit Chloroform auf 100cem 








or ~ 
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aufgefillt) titriert. AuBerdem wurde der ausgefallene Niederschlag ab- 
filtriert, mit Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen. 

Der Verbrauch an Brom-Chloroformlésung betrug 2,1 ccm, die 
Menge des Niederschlages 0,0053 g. 


V. Aufspaltung von Seidenfibroin in 50°/,iger Lithium- 
bromidlésung mit n-NaOH-Lésung bei 38°. 


Fiir diese Versuchsreihe wurden 10 g Seidenfibroin in 100 ecm 
50°/,iger Lithiumbromidlésung durch etwa '/,stiindiges Erwiirmen auf 
80° gelést. Die Lésung wurde von geringen Verunreinigungen filtriert 
und mit 100 cem Wasser verdiinnt. 100 cem dieser Lésung wurden mit 
dem gleichen Volumen 2n-NaOH versetzt. 
38° durchgefiihrt. 
an Alkali normal. 


Die Aufspaltung wurde bei 
Die Lésung war an Seidenfibroin etwa 2,5°/,ig und 
Die weitere Aufarbeitung geschah so, da8 in den in 
der Tabelle 4 angegebenen Zeitintervallen zweimal je 4 cem Lésung 


Tabelle 4. 


Aufspaltung von Seidenfibroin mit n-Natronlauge bei 38° 





Stickstoff nach 

















Amino- 

Zeit Drehung stickstoff Willstiitter *) 

Nr. — nach +) 

(Stunden) (°) Sdrensen Hotaies 

(*,) I II 
1 0 —1,67 (+0,28) 6,3 1,3 3,2 
2 1/ " ‘ 6,7 1,9 3.3 
: V, zu triibe Lé- 9.0 3.3 3.3 
4 8) — 11,4 6,9 3.7 
5 —0,66 (+0,2) 14,0 9,2 3.3 
6 11/, —0,62 (+0,28) 18,0 13,0 3,7 
7 2 —0,60 (+0,30) 21,5 14,0 5,5 
s 3 —~0,46 (+0,28) 24,5 17,6 7,4 
9 5 —0,28 (+0,28) 32,8 21,8 11,9 
10 TY, —0,22 (+0,29) 40,7 25,6 14,9 
il 29 ~0,14 (+0,29) 61,2 26,6 83,5 
12 27 —0,12 (+0,27) 67,0 29,4 34,8 
13 70 —0,08 (+0,28) 79,3 31,4 44,0 
14 80 80,7 28,7 48,5 
15 94 zu triibe Lé- 83,6 24,3 56,6 
16 104 sungen 84,0 26,0 56,3 
17 125 83,9 26,2 56,3 








1) Willstitter I = Titration in 50°/, igem 





Alkohol mit n/5-Lauge. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVIII. 
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und II mit 95 °/, igem 
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entnommen und mit 4 ccm n-HCl neutralisiert wurden. In der einen 
Portion wurde durch Formoltitration nuch Willstaitter-Waldschmidt- 
Leitz in 50°/,igem und in etwa 95°/,igem Alkohol der Polypeptid- 
und der Aminosiureaminostickstoff bestimmt. AuBerdem wurde in einer 
10 em-Polarisationsréhre die Drehung der alkalischen Seidenfibroinlésung 
in den gleichen Zeitabschnitten, wie sie fiir die Titrationen angegeben 
sind, bestimmt. EKinige Male konnte die Drehung nicht ermittelt werden, 
weil die Lésungen zu triib waren. Als Lichtquelle diente eine Queck- 
silberquarzlampe, deren Licht durch ein vorgesetztes graugriines Umbra- 
glas gefiltert wurde. 

Der Gesamtstickstoff der Lésung wurde nach Kjeldahl bestimmt. 
Die Anordnung der Tabelle 4 ist so, daB erstens die Zeit der Alkali- 
einwirkung in Stunden angegeben ist, zweitens in den Kolonnen der 
Titrationswerte der Prozentsatz des nach Sérensen als Aminostickstoff 
und nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz als Polypeptid- (I) und 
Aminosiiureaminostickstoff (I]) ermittelten N-Wertes bezogen auf den 
Gesamtstickstoff angefiihrt ist. Ferner sind die Drehwinkel der Lésung 
angegeben. Der Drehwinkelangabe ist der jedesmal neu bestimmte Null- 
punkt in Klammern beigefiigt. 

Gesamtstickstoffbestimmung der Lésung. 

1. 3cem Lésung; 8,49 ecm n/10-H,SO, verbraucht; 0,396 °/, N. 

2. 3ccm » 3 8,54 ccm ” .9 ; 0,399 ,, 


lg 


VI. Dialysierversuche mit nicht vorbehandeltem und mit vor- 
behandeltem Seidenfibroin in 50°/,iger Lithiumbromidlésung. 


Fiir jede einzelne Versuchsreihe war eine etwa 5°/,ige Seiden- 
fibroinlésung in 50°/,iger Lithiumbromidlésung durch kurzes Erwirmen auf 
80° hergestellt worden. Darauf wurde zunichst 1 ccm der Lésung ent- 
nommen, wihrend dem Rest der Seidenfibroinlésung das gleiche Volumen 
2n-Natronlauge zugesetzt und die Gesamtlésung auf 38° erwirmt wurde. 
Die weitere Aufarbeitung geschah nun folgendermaBen. Es wurde zu- 
niichst die anfangs entnommene 1 ccm-Lésung mit 3 cem Wasser ver- 
diinnt. Dann wurden sofort nach der Alkalizugabe 2 cem Lésung ab- 
pipettiert und mit 2 ccm n-HCl neutralisiert, was nun in den angegebenen 
Zeitintervallen in gleicher Weise wiederholt wurde. Von diesen einzelnen 
Portionen wurden je 3 cem sehr vorsichtig in Dialysierhiilsen eingefillt, 
die in einem weithalsigen 50 cem-Erlenmeyerkélbchen standen. Als 
AuBenlésung wurden 20 cem destilliertes Wasser in das Kélbchen ge- 
geben. AuBen- und Innenfliissigkeit wurden mit Toluol iiberschichtet 
und blicben 14—16 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Nach voll- 
endeter Dialyse wurden fiir die Ninhydrin- und fir die Biuretprobe je 
2 ecm vorsichtig aus der Au8enlésung entnommen. Mehrfach wurde von 
den verschiedensten Einzelversuchen das stark konzentrierte restliche 
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AuBendialysat mit Pikrinsiiure und mit m-Dinitrobenzoesiiure auf An- 
hydridreaktionen gepriift, die Ergebnisse waren stets negativ. Ebenso 
verlief ein Versuch erfolglos, bei dem 10g Seidenfibroin in 100 cem 
25%,iger Lithiumbromidlésung gegen destilliertes Wasser dialysiert 
wurde. Der negative Ausfall der Anhydridreaktionen scheint durch 
das Lithiumbromid bedingt zu sein. Es lift sich niimlich zeigen, dab 
schon 10—14°/,ige Lithiumbromidlésungen die Anhydridreaktionen stark 
abschwichen oder ganz verdecken. 

Als Dialysiermembranen wurden Hiilsen gebraucht, wie sie bei der 
Abderhaldenschen Reaktion verwendet werden. Siimtliche Hiilsen 
waren nach der angegebenen Vorschrift!) auf EiweiBundurchlissigkeit 
und auf Peptondurchlissigkeit gepriift worden. Es fanden zwei Hiilsen- 
arten Verwendung. Die eine war etwas weniger peptondurchliissig 
(Versuch 1—4 und von Versuch 6 Nr. 4) als die andere (Versuch 5—6, 
mit Ausnahme von Nr. 4 des Versuches 6). 


























Tabelle 5. 
Dialysierversuche mit Seidenfibroin. 
Vers. 1 Vers. 2 Vers. 3 Vers. 4] Vers. 5] Vers. 
a Sa — — ee 
N | B N iB N (BI N|IB|IN/|BIN| 

Nicht vorbe- | 

_handeltes 

Seidenfibroin — — oe -— ae eee 

i) ag Tee “ +}/—- +]-|-1- 

5 + +h ti +] 4e i+] + 
” + | deutlicher + 
15 eA schwach | + |+ 4+ 

30 + | violett | + | Farbanstieg 

Fairbung | 
45 + Jistsprung-) + 
eons | + +] haft an- | + 
gestiegen 

120] + + 
240), +) + 
420); + | + | 


























Die vorstehende Tabelle ist so angeordnet, dab sie die Zeit (in 
Minuten) der Alkalieinwirkung, ferner den positiven oder negativen Aus- 
fall der Ninhydrin- (N) oder Biuretreaktion (B) angibt. 


1) Emil Abderhalden, Die Abderhaldensche Reaktion, 1922, 
S. 200 u. folgende. 
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VII. Aufspaltung von nicht vorbehandeltem Seidenfibroin 
durch Fermente. 


1. Aufspaltung durch Pankreasfermente. 


Es wurden 40 cem etwa 20°/,iger Seidenfibroinlésung in 50°/, iger 
Lithiumbromidlésung mit Wasser auf 160 ccm verdiinnt, dann 160 cem 
2n-Natronlauge zugegeben und die Lésung auf 38° erwirmt. Die Lé- 
sung war an Seidenfibroin etwa 2,5°/,ig und an Alkali normal. In den 
unten angegebenen Zeitintervallen wurden zweimal je 20 cem Loésung 
abpipettiert und mit je 20 ccm n-HCl neutralisiert. Beide Lésungen 
wurden mit so viel Natronlauge versetzt, daB sie dasselbe p;; wie m/5 
sekundiire Natriumphosphatlésung hatten, dann wurden jeder Lésung 
4 cem m/5 sekundirer Natriumphosphatpuffer zugesetzt. Zu der einen 
Lésung (Reihe A) wurden 0,05 g einer hochaktiven Pankreasferment- 
lésung zugegeben, wiihrend die andere Lésung (Reihe B) ohne Ferment- 
zusatz blieb. In derselben Weise und in der gleichen Verdiinnung an 
Seidenfibroin, wie bei den oben angegebenen Versuchen, wurden zwei 
Lésungen angesetzt, die sich von den tibrigen dadurch unterschieden, 
daB das Seidenfibroin nicht mit Alkali vorbehandelt war. Zur weiteren 
Kontrolle wurde noch eine Lésung in der: gleichen Art wie die der 
Reihe A angesetzt, nur daB sie kein Substrat enthielt. Die weitere 
Aufarbeitung aller einzelnen Lésungen war so, da8 nach der Methode 
von Willstitter-Waldschmidt-Leitz die Zunahme des Aminostick- 
stoffs ermittelt wurde. Tir jede Titration wurden 5 cem Lésung ent- 
nommen. 

Die Anordnung der Tabellen ist folgende. In Tabelle 6 ist fiir 
die angesetzten Lésungen die Art und die Zeitdauer der Vorbehand- 
lung des Seidenfibroins mit Alkali angegeben, wihrend in Tabelle 7 
erstens die Zeit der Fermenteinwirkung, zweitens der Aminostickstoff 
in Milligramm ausgedriickt, der durch Titration bestimmt wurde, mit- 
geteilt ist. 























Tabelle 6. 
Schema der angesetzten Lésungen. 
Nr. | Zeit Lésungen 
0 Seidenfibroin nicht vorbehandelt 

21 % |) 

3 le 

4 1'/, | > Die angegebene Zeit mit n-Natronlauge vorbehandelt 
5 2/, 

6 18 

K _ Kontrollésung enthielt Ferment, aber kein Substrat 
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Tabelle 7. 
Einwirkung von Pankreasfermenten. 
Versuch 1] Versuch 2] Versuch 3] Versuch 4] Versuch 5] Versuch 6 yg 
Nr. 5 


Mieke WT. 




















Zeit |W. T. 


Zeit W.'T.|Zeit W.'T. | Zeit |W.'T. | Zeit |W. T. 


Lisungen der Reihe A 























0/168] 0 | 1,43] 0 | 1,94] 0 | 2,35] 0 | 2,80] 0 | 5,15 | 0 
15 | 4,65 | 15 | 3,48 | 15 | 3,67] 15 | 4,20 | 15 | 4,37] 7) 610} 15 
22 | 5,19 | 22 | 3,95 | 22 | 3,86 | 22 | 4,43 | 22 | 4,60 | 22 | 6,45 | 22 
87 | 5,54 | 87 | 4,30 | 37 | 4,20 | 37 | 4,76 | 37 | 5,00 | 45 | 6,50] 37 
| | 60 

Lésungen der Reihe B 
0 | 1,68 1,57 1,93] 0]2,32] 0' 280] 0| 505] Oo 
15 | 1,58 | 15 | 1,48 | 15 | 1,96 | 15 | 2,27 | 15 | 2,80] 7] 5,15] 15 
22 | 1,46 | 22 | 1,58 | 22 | 1,90 | 22 | 2,24 | 22 | 2,77 | 22! 5,21 | 22 
37 | 1,68 | 87 | 1,43 | 87 | 1,88 | 37 | 2,386 | 87 | 2,69 | 45 | 5,01 | 37 
| 60 














Kolonne W. T. entspricht gefundenen mg Aminostickstoff. 


2. EKinwirkung von Pepsinsalzsiure. 


50 eem etwa 20°/,iger Seidenfibroinlésung in 50°/, iger Lithium- 
bromidlésung wurden mit Wasser auf 200 cem aufgefillt und dann mit 
200 eem 2n-Natronlauge versetzt, so daB die Lésung an Seidenfibroin 
etwa 2,5°/,ig und an Alkali normal war. Die Aufspaltung wurde bei 
38° durchgefiihrt. In den angegebenen Zeitintervallen wurden jedesmal 
zweimal je 20 ecm Lésung abpipettiert, mit 20 cem n-Salzsiure neutrali- 
siert und auf ein py, = 6,4 eingestellt, dann wurden zu jeder Lisung 
4,5 cem n-Salzsiiure zugefiigt, so daB die Loésung an Salzsiiure fast 
genau n/i0 war. Den Lésungen der Reihe A (Benennung ist analog 
der des vorangehenden Versuches) wurden 2g eines Pepsinpriiparats 
(Priparat von Merck 1:100) zugefiigt, wihrend die Lésungen der 
teihe B ohne Fermentzusatz blieben. Auch bei diesem Versuche wurden 
zwei Lésungen (A und B) in der gleichen Weise und in der gleichen 
Verdiinnung angesetzt, wie es oben angegeben wurde, nur war das 
Seidenfibroin nicht mit Alkali vorbehandelt. AuSerdem 
weiteren Kontrolle noch eine Lisung angesetzt, die der Reihe A ent- 
sprach, nur dsa8 sie kein Substrat enthielt. Bei diesen Versuchsreihen 
wurde der Verlauf der Pepsineinwirkung durch Titration des Amino- 
stickstoffs nach der Formolmethode von Sérensen verfolgt. Zu jeder 
Titration wurden 5 ecm Lésung entnommen. 

Die Anordnung der Tabellen (8, 9) ist ganz entsprechend, wie es 
bei den Versuchen mit Pankreasferment geschildert wurde. 


wurde zur 





Zeit \W.T. 


0,65 


| 1,02 
| 1,20 
1,12 


| 1,23 


0,65 
1,02 
1,20 
1,12 
1,23 
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Tabelle 8. 
Schema der angesetzten Lésungen. 
: < Zeit in So ea Bie Se ? 
me Stunden Acre = ee te _ 
1 0 Seidenfibroin nicht vorbehandelt 
2 ar : } 
4 1'/, - Die angegebene Zeit mit n-Alkali behandelt 
d 21/, 
6 18'/, 
K -— Kontrollésung enthielt Ferment, aber kein Substrat 
Tabelle 9. | 
Aufspaltung von Seidenfibroin mit Pepsinsalzsiure. 
Versuch 1] Versuch 2] Versuch 3] Versuch 4] Versuch 5 | Versuch 6 | Versuc) 
Zeit) S.'T. |Zeit) 8. T. Zeit 8. T. | Zeit) 8. T. |Zeit| 8. T. | Zeit] 8. T. | Zeit.) 
— Sore ase Sackenne cane — qopsinagiasapedeataaanascodebeneommaaaaamorenee eee ee ee Een ee 
Lésungen der Reihe A 
i | of 092] 0! 1,05] of] 1,18] 0] 1,65] 0! 1,93] 0 | 3,70] 0 ok 
| | 
2 14/ 1,18 | 14, 1,09 | 14] 1,12 | 14; 1,68] 14; 1,90 8 3,72 | 14 0m 
8 | 37 1,22] 37] 0,98] 87| 1,40] 37] 1,83] 37] 1,90 | 22 | 3,72] 37 0;m 
4 }111 1,09 me 0,98 | 111) 1,52 [111] 1,70 111 1,84 | 96 | 3,68 | 111 oF 
Lésungen der Reihe B | 
1 0/084] of] 092| 0] 1,14] Of 167] of 1,79] 0] 3,70] 0 oi 
2 | 14! 0,84 | 14] 0,95 | 14] 1,20 | 14} 1,62] 141 1,74] 8 | 3,70 | 14. 0: 
3 | 37| 0,84 37 | 0,95 | 37] 1,14 | 87] 1,67] 37] 1,68 | 22 | 3,73 | 37 Ode 
4 J111/ 0,81 | 111) 0,87 111 | 1,12 ] 111) 1,68 ]111| 1,82 | 96 | 3,70 [111 vf 




















' 


Kolonne 8. T. entspricht gefundenen mg Aminostickstoff. 


VIII. Versuch, durch Benzoylierung Abbauprodukte aus 


Seidenfibroin zusammengesetzter Natur zu isolieren. 


1. Versuch. 


Benzoylierung der Abbauprodukte 
in Natronlaugeliésung. 





100 g Seidenfibroin warden in 500 cem 50°/, iger Lithiumbromid- 
lésung durch etwa '/, stiindiges Erwirmen im Wasserbade auf 80° ge- 


lost. 


unreinigungen filtriert. 


versetzt und auf 38° erwiirmt. 


Dann wurde mit 500 cem Wasser verdiinnt und von geringen Ver- 
Das Filtrat wurde mit 1 Liter 2n-Natronlauge 
Die Lésung war an Seidenfibroin etwa 


5°/,ig und an Alkali normal. 71 Stunden wirkte das Alkali auf die Seiden- 
fibroinlésung ein. Vom Gesamtstickstoff konnten etwa 70°/, als Amino- 
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stickstoff nach Sérensen titriert werden. Die Biuretreaktion war noch 
schwach positiv. Danach wurde die Lésung mit 2 Liter n-Salzsiure 
neutralisiert. Nach Zusatz des gleichen Volumens Alkohol und '/, des 
Volumens Ather wurde die Lésung im Vakuum eingedampft. 

Der Riickstand wurde in 800 ccm n-Natronlauge gelést und bei 0° 
mit 224 g Benzoylchlorid und 1200 cem 2n-Natronlauge gekuppelt. Beim 
Ansiuern mit 5n-Salzsiiure fiel nur Benzoesiure aus. Durch den Schmelz- 
punkt 121—122° und die Ligroinléslichkeit konnte der Niederschlag als 
Benzoesiiure identifiziert werden. Da beim Ansiiuern nur Benzoesiiure 
ausgefallen war, wurde das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Riiek- 
stand wurde mit 2 Liter absolutem Alkohol und gasférmiger Salzsiiure ver- 
estert, vom ausgeschiedenen NaCl filtriert und das Filtrat abermals ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit Chloroform extrahiert. Beim Ab- 
destillieren des Chloroforms verblieb ein dicker, sirupéser Riickstand, 
der zur Entfernung des Benzoesiiureithylesters mit Ather kriiftig aus- 
geschiittelt wurde. Versuche, den vom Ather nicht aufgenommenen 
Rest durch Auflésen in absolutem Alkohol und Ausfillen mit Wasser, 
Ather oder Petrolither zu trennen, waren erfolglos. Ebenso war eine 
Destillation des Riickstandes ohne Ergebnis, weil Zersetzungen eintraten. 


2. Versuch. Benzoylierung der Abbauprodukte 
in Bicarbonatlésung. 

In der gleichen Weise, wie bei Versuch 1 beschrieben, wurden 100 g 
Seidenfibroin in Lithiumbromidlésung gelést und der Einwirkung von 
n-Natronlauge ausgesetzt. (71 Stunden bei 38°. Vom Gesamtstickstoff 
waren ebenfalls etwa 70°/, als Aminostickstoff freigelegt worden). Die 
alkalische Lésung wurde mit n-Salzsiiure neutralisiert und nach Zusatz 
von Alkohol und Ather im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde 
mit 2 Liter Wasser aufgenommen. 

1 Liter der Lésung (entsprechend 50 g Seidenfibroin) wurde auf das 
doppelte Volumen mit Wasser verdiinnt. Nun wurde unter allmihlichem 
Zusatz von 220 g Natriumbicarbonat und 140 g Benzoylchlorid (etwa 2 Mol) 
gekuppelt. Die Lésung wurde kriftig geriithrt. Nach vollstindigem Ein- 
tragen des Benzoylechlorides und Verschwinden des Siiurechloridgeruches 
wurde mit 5n-Salzsiiure angesiiuert. Das ausgefallene Gemenge von 
Benzoesiiure und Kuppelungsprodukten wurde gut getrocknet und im 
Soxhlet 2 Tage erschépfend mit Petroliither extrahiert. Es blieb nur 
ein ganz geringer, schmicriger Rest vom Petrolither ungelést, dessen 
weitere Aufarbeitung nicht lohnte. Der Riickstand léste sich in abso- 
lutem Alkohol und konnte mit Wasser oder Ather teilweise wieder 
ausgefallt werden. 

Ein weiterer Versuch mittels Dimethylsulfalt methylierte Ab- 


-baustufen zusammengesetzter Natur direkt oder in Gestalt ihrer Ester zu 


isolieren, brachte auch keinen Erfolg. Bei der Destillation der letzteren 
erfolgte starke Zersetzung. 








Weitere Studien iiber die Struktur der Proteine. 
Von 
Emil Abderhalden und Waldemar Kroner. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1928.) 


Uberblickt man die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse 
jener Versuche, die zum Ziel hatten, einheitliche Verbindungen 
aus dem Gemisch von Abbauprodukten, die bei der stufen- 
weisen Hydrolyse von Proteinen entstehen, zu isolieren, an 
deren Aufbau mehrere Aminosiiuren beteiligt sind, dann er- 
kennt man, daB es wohl an Hand sehr miihsamer Unter- 
suchungen gelungen ist, einerseits 2,5-Dioxopiperazine und 
andererseits Polypeptide zu isolieren, und zwar gliickte fast 
durchweg die Identifizierung der erhaltenen Verbindungen mit 
den entsprechenden, durch Synthese gewonnenen. Hier sei 
eingefiigt, daf& bei weiteren Untersuchungen, die zum Ziel 
hatten, insbesondere nach dem Vorkommen von 2,5 - Dioxo- 
piperazinen im Eiwei8 zu fahnden, noch eine ganze Reihe von 
weiteren Abbaustufen der genannten Art isoliert werden konnten. 
So hat der eine von uns (A.) bei wiederholten Untersuchungen 
aus Keratin (Schweineborsten)'), das in der iiblichen Weise 
mit 70 vol.-°/,iger Schwefelsiure bei Zimmertemperatur ab- 
gebaut worden war, durch Extraktion im Soxhletapparat mittels 
Essigiithers Leucyl-glycinanhydrid, Alanyl-leucinanhy- 
drid, Glycyl-phenylalaninanhydrid, Prolyl-leucin- 
anhydrid, Prolyl-alaninanhydrid und Leucinimid er- 





4) Vgl. hierzu u.a. Emil Abderhalden u. H. Suzuki, Diese Zs. 
Bd. 127, S. 281 (1923); Emil Abderhalden, Ebenda Bd. 129, S. 106 
(1923); Emil Abderhalden u. E. Komm, Ebenda Bd. 134, S. 113 
(1924); Bd. 145, S. 308 (1925). 
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halten. Ferner wurden aus Edestin Alanyl-valinanhydrid, 
Leucinimid und aus Elastin Prolyl-leucinanhydrid, 
Leucinimid, Glycyl-leucinanhydrid, Glycyl -1l-tyro- 
sinanhydrid, Glycyl-prolinanhydrid und Prolyl-alanin- 
anhydrid erhalten. In allen Fillen erfolgte eine Totalana- 
lyse der wiederholt gereinigten Verbindungen. Sie wurde unter 
quantitativer Bestimmung der Spaltprodukte durchgefiibrt. End- 
lich wurde soweit als méglich ein Vergleich mit der entsprechen- 
den durch Synthese erhaltenen Verbindung vollzogen. Eine 
ausfiihrliche Mitteilung der Untersuchungsmethoden und des 
Ganges der Identifizierung der einzelnen Produkte eriibrigt 
sich, und zwar einmal deshalb, weil wiederholt iiber entsprechende 


_Untersuchungen berichtet worden ist, und dann, weil die Deu- 


tung der erhaltenen Ergebnisse nicht spruchreif ist. Die Be- 
funde beweisen zwar ganz einwandfrei, daB siureamidartig ver- 
kniipfte Aminosiiuren aus den untersuchten FiweiBarten heraus- 
gelést worden sind, dagegen steht nicht fest, ob primar An- 
hydridbildung vorhanden war oder aber, ob ein sekundirer 
Vorgang vorliegt. Die Ausbeuten an den erwiihnten Produkten 
waren durchweg gering. Das gleiche gilt von den Mengen an 
Polypeptiden, die bei der teilweisen Hydrolyse von Proteinen 
gewonnen werden konnten. Ein groBer Ubelstand bei allen 
Untersuchungen der genannten Art liegt darin begriindet, daf 
fiir die Gewinnung von chemisch einheitlichen, mehrere Amino- 
siuren gebunden enthaltenden Produkten aus dem mannig- 
faltigen Gemisch von Abbaustufen einer teilweisen Hydrolyse 
von Proteinen zurzeit keine einheitlichen Methoden angegeben 
werden kénnen. Kine Ausnahme bildet nur die Isolierung von 
2,5-Dioxopiperazinen. Hier fiihrt die Methode der Extraktion 
mit bestimmten Lésungsmitteln stets zum Ziel, immer voraus- 
gesetzt, daB der stufenweise Abbau des einzelnen Proteins 
entsprechend geleitet worden ist. Schon hierbei setzen Schwierig- 
keiten ein. Wird z. B. Eiwei8 der Kinwirkung von 70°/, iger 
Schwefelsiure bei bestimmter Temperatur ausgesetzt, dann 
diirfte bei Verwendung des gleichen EiweiBkérpers im gleichen 
Zustand — z. B. bei gleicher Korngrébe usw. — der Abbau 
nach bestimmter Zeit den gleichen Grad erreichen. Nun kommt 
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die Entfernung der Schwefelsiure mittels Barytes, worau! 
dann der UberschuB an diesem wieder mit Schwefelsiure 
quantitativ zu beseitigen ist. Es ist kaum méglich, diese ganzen 
Eingriffe in jedem einzelnen Falle in genau der gleichen Weise 
durchzufiihren, es sei denn, daB in exaktester Weise alle an- 
zuwendenden Chemikalien ibrer Menge nach genau berechnet 
werden. Hierzu ist erforderlich, daB durch Umkrystallisieren 
gereinigter Baryt Verwendung findet. Schon bei der Ver- 
diinnung der Schwefelsiure mit Wasser kann es zu unkontrol- 
lierbaren Verainderungen der Temperatur kommen, die zu einem 
Fortschreiten der Hydrolyse AnlaB geben kénnen. Fallt man 
die Schwefelsiure mit festem Baryt, dann umhiillt sich dieser 
leicht trotz lebhaften Riihrens mit einer Schicht von Barium- 
sulfat. Die Reaktion des Gemisches erscheint zunichst noch 
sauer, sie schliigt aber dann bei weiterer Umwandlung des | 

| 

| 
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Baryts in Bariumsulfat, sofern jener im Uberschu8 vor- 
handen ist, leicht in die alkalische Reaktion um. Bleibt 
das Hydrolysengemisch lingere Zeit in diesem Zustand stehen, 
dann schreitet die Hydrolyse weiter. Auch dann, wenn man 
nach dem Vorgehen von Sadikoff verdiinnte Siure unter 
Druck auf EiweiB einwirken liBt, hat man die Versuchsbedin- 
gungen nicht ohne weiteres so in der Hand, da8B die Hydro- 
lyse und die zumeist damit einhergehenden Zersetzungen im 
Wiederholungsfall ganz genau gleich verlaufen. Bei der Auf- 
arbeitung des groben Gemisches von Abbaustufen ist man bei 
der Suche nach Polypeptiden auf ein Suchen angewiesen, wobei 
eine groBe Erfahrung erforderlich ist. Man stéBt immer wieder 
auf Produkte von bestem Aussehen, die nach dem Ausfall der 
Elementaranalyse zu schlieBen, ein aus bestimmten A.minosiuren 
aufgebautes Polypeptid zu sein scheinen. Wird das Produkt weiter 
fraktioniert, dann zeigt sich sehr oft, daB ein Gemisch von oft 
mehreren Verbindungen vorgelegen hat. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, zunichst an Hand | 
von Modellversuchen einen Weg ausfindig zu machen, der ge- 
stattet, aus dem Gemisch von Abbaustufen einer partiellen 
Hydrolyse von Proteinen das eine oder andere Produkt zu- 
sammengesetzter Natur abzutrennen. Unser Endziel war, zu 


ee | 
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einer Methode zu kommen, die regelmibig zu einem bestimmten 
Erfolg fiihren muB. Weiterhin hofften wir, einen Weg zu 
finden, der Produkte der teilweisen Hydrolyse von Proteinen 
zusammengesetzter Natur in gréBeren Mengen zu gewinnen 
erméglicht. Sobald es méglich sein wird, einzelne Komplexe 
einheitlicher Natur aus dem _ ,,Kiweifmolekiil“ herauszulésen 
und zu isolieren, wird man tiber den besonderen Aufbau der 
einzelnen Proteinarten einen besseren EKinblick erhalten, als 
das zurzeit der Fall ist. Unser Plan war der folgende. Nachdem 
sich an Hand besonderer Versuche ergeben hatte, da’ Poly- 
peptidester sich beim Erwirmen — z. B. zum Zwecke der 
Destillation im Hochvakuum — zum gr6éften Teil verindern 
— aus Dipeptidestern entstehen die zugehérigen 2,5 - Dioxo- 
piperazine und aus Polypeptidestern, an deren Zusammen- 
setzung mehrere Aminosiuren beteiligt sind, bilden sich, wie 
wir unter anderem am Beispiel des |-Leucyl-l-leucyl-l-leucin- 
methylesters in Ubereinstimmung mit fritheren Beobachtungen?) 
an anderen Polypeptidestern feststellen konnten, 2,5 - Dioxo- 
piperazine und weitere Verbindungen, in denen Anhydrid und 
Aminosaure vereinigt sind —, priiften wir zunichst das Ver- 
halten von Dipeptidestern, bei denen die freie Aminogruppe 
durch die Benzoylgruppe ersetzt war. Wir stellten als erste 
Modelle Benzoyl-glycyl-methylester, Benzoyl-d,l-leu- 
cyl-glycin-athylester und Benzoyl-glycyl-l-tyrosin- 
methylester dar. Beim Versuch, die erstere Verbindung im 
Hochvakuum zu destillieren, entstanden stark rot gefirbte Ole. 
Auch der letztere Ester zersetzte sich beim Erwirmen iiber 
150° unter Bildung von braunschwarzen Olen; dagegen lieB 
sich der Benzoyl-d,l-leucyl-glycin-athylester unzersetzt destil- 
lieren, und zwar nicht nur im Hochvakuum, sondern auch unter 
gewohnlichem Druck. 

Obwohl die erwihnten Vorstudien an Modellen nicht er- 
mutigend ausgefallen waren, haben wir dennoch den Versuch 
unternommen, Kiwei8 stufenweise abzubauen und die Spalt- 
produkte nach erfolgter Benzoylierung zu verestern, um dann 


1) Vgl. hierzu Emil Abderhalden und E. Schwab, Diese Zs. 
Bd. 158, S. 66 (1926); Bd. 164, S 274 (1927 
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das erhaltene Estergemisch der fraktionierten Destillation im 
Hochvakuum zu unterwerfen. Der Umstand, daB es gelungen ) 
war, Benzoyl -d,l-leucyl-glycin-ithylester unzersetzt zu destil- | 
lieren, ergab die Méglichkeit, daB auch dann, wenn umfang- 

f 





reiche Zersetzungen eintreten, der eine oder andere benzoylierte 
Polypeptidester bei bestimmter Temperatur in der Hauptsache 
unzersetzt tibergeht. Wir wihlten als Protein Casein (dar- 
gestellt nach Hammarsten). Es sei gleich vorweg genommen, 
dab der geschilderte Weg zu keinem Erfolg fiihrte. Es gelang 
nicht, ein Destillat zu erhalten, aus dem sich Produkte in 
reinem Zustand isolieren lieBen. Es zeigte sich beim Erwirmen | 
sehr bald umfangreiche Zersetzung. 
Wir haben noch einen anderen Weg versucht, um aus | 
dem Gemisch von benzoylierten und veresterten Verbindungen 
einheitliche Produkte abzutrennen, und zwar wihlten wir, wie | 
im experimentellen Teil genauer geschildert, das Extraktions- 
verfahren, d. h. wir priiften, ob es gelingt, durch einzelne or- 
ganische Lésungsmittel das eine oder andere Produkt in reinem 
Zustand abzutrennen. Als Liésungsmittel versuchten wir zu- 
niichst eine Reihe von Alkoholen: Methyl-, Athyl-, n-Butyl-, 
Isobutyl-, n-Propyl-, Isopropyl-, n-Amylalkohol, Isoamylalkohol, 
ferner Methyl-iithylketon, Essigiither, Ather, Chloroform, Aceton. 
Ks zeigte sich, daB nur Ather und Essigiither ein beschranktes 
Liésungsvermégen aufwiesen. In das erstere Lisungsmittel ging 
so gut, wie nichts tiber, wihrend Essigiither ein Produkt heraus- 
léste, das an und fiir sich gute Eigenschaften zeigte. Es lieB 
sich aus viel heifem Essigither umlésen und zeigte schlieBlich 
krystalline Struktur. Es gelang, das Produkt in ganz weiBem 
Zustand abzuscheiden. Beim Abfiltrieren fairbte es sich immer © 
wieder gelbbraun. Nur bei Ausschlu8B von Luft gliickte es 
schlieBlich, die isolierte Substanz in weiBem Zustand zur Trockene 
zu bringen. Die Analysenwerte lieBen erkennen, daB das ge- 
wonnene Produkt nicht einheitlich war. Trotz wiederholtem 
Umliésen und Fraktionieren gelang es nicht, ein Produkt zu 
isolieren, dessen Analysenwerte auf eine einheitliche Verbindung 
hinwiesen. Die Totalhydrolyse der Verbindung durch Kochen 
mit 25°/, iger Schwefelsiure ergab neben Benzoyl-leucin Alanin 
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und Serin. Daneben war offenbar noch eine weitere benzoylierte 
Aminoséure in geringer Menge vorhanden. Sie konnte jedoch 
nicht identifiziert werden. Ferner wiesen manche Befunde bei 
der Aufarbeitung der Spaltprodukte auf die Anwesenheit von 
Prolin hin. 

Ks gliickte schlieBlich auf einem anderen Wege wenigstens 
ein einheitliches Produkt zur Abscheidung zu bringen, und 
zwar fillten wir den Auszug mit n-Butylalkohol mit viel Wasser. 
Dabei trat sofort eine milchige Triibung auf. Allmihlich klirte 
sich das Gemisch unter Abscheidung eines dicken, braunen 
Oles. Durch Riihren mit dem Glasstab, AbgieBen des Wassers 
und Erneuerung desselben gelang es, das Ol mehr und mehr 
in eine zihfliissige Masse zu verwandeln. Nach lingerem Stehen 
erstarrte die oberfliichlichste Schicht mehr und mehr zu einer 
festen, und wie es schien, krystallinen Masse. Sie wurde ab- 
gehoben, wieder in Alkohol gelést und die alkoholische Lésung 
wieder mit Wasser gefallt. Der ganze ProzeB wurde mehrfach 
wiederholt. Es wurde schlieBlich nach mehrfachen Reinigungs- 
prozessen — ygl. den experimentellen Teil — ein hellbraun 
gefarbtes Produkt erhalten, das sich nach lingerem Trocknen 
im Vakuumexsiccator pulverisieren lie8. Zunichst wurde eine 
Totalhydrolyse durchgefiihrt. 1,2g des isolierten Produktes 
wurden mit 20ccm 25°/, iger Schwefelsiure 10 Stunden lang 
am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wurde die Schwefelsiure 
quantitativ mit Baryt entfernt. Das Bariumsulfat wurde sorg- 
filtig mit Wasser ausgekocht. Beim EHinengen des Filtrates 
vom Bariumsulfat krystallisierte Benzoyl-leucin aus. Aus der 
Mutterlauge konnte keine andere Aminosiure als Glutamin- 
siure erhalten werden. Diese wurde als salzsaures Salz ab- 
geschieden. Die Ausbeute an beiden Spaltprodukten stimmte 
innerhalb der Fehlergrenzen mit der berechneten iiberein, 
sofern man dem isolierten Produkt die Struktur eines Benzoyl- 
leucyl-glutaminsdure-di-methylesters zuerkennt. Da die 
Analysenwerte mit der gemachten Annahme recht gut tiberein- 
stimmten, und ferner der Vergleich mit der synthetisch dar- 
gestellten Verbindung trotz der leider nicht sehr charakte- 
ristischen Kigenschaften eine gute Ubereinstimmung ergab, so 
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glauben wir, die isolierte Substanz als die erwihnte Verbindung 
ansprechen zu diirfen. Weitere Fraktionen des erwahnten 
Produktes ergaben Analysenwerte, die auf einen Mono-methyl- 
ester der Benzoyl-leucyl-glutaminsaiure hinwiesen, jedoch war 
die Ubereinstimmung nicht sehr gut. 

Das von uns angestrebte Ziel, eine Methode ausfindig zu 
machen, um aus dem Gemisch von Abbaustufen, das beim 
stufenweisen Abbau von EiweiBstoffen entsteht, einheitliche, aus 
mehreren Bausteinen bestehende Produkte in gréBerer Menge 
zu isolieren, ist leider nicht erreicht worden. Seitdem wir  } 
wissen, daB die Einfihrung von Acylgruppen in Polypeptide 
abhingig von deren Struktur ist, und manche Verbindungen 
der genannten Art unter den gewohnlichen Bedingungen weder 
eine Benzoyl- noch eine Phenylisocyanatverbindung ergeben, 
erscheint uns der Versuch, EiweiB bzw. EiweiBabbaustufen voll- 
stiindig zu benzoylieren oder andere Gruppen einzufihren, als 
wenig aussichtsreich. Bleiben aber freie Aminogruppen un- | 
besetzt, dann hat die Veresterung zur Folge, daB neben freien 
Kstern zugleich auch Hydrochloride von solchen entstehen. 
Dadurch wird das sowieso schon sehr komplizierte Gemisch 
von Abbaustufen noch vielgestaltiger. Der Umstand, daB es 
gelungen ist wenigstens ein Abbauprodukt, in allerdings maBiger 
Ausbeute (2,2 ¢ aus 200g Casein) zu isolieren, scheint uns die 
Mitteilung der gemachten Erfahrungen zu rechtfertigen. 








Experimenteller Teil. 


1. Darstellung von Dipeptidesterhydrochloriden. 


d,l-Leucyl-glycin-methylester-hydrochlorid. | 


8,1 g d,l-Leueyl-glycin wurden mit 30cem absolutem Methylalkohol 
iibergossen. In diese Mischung wurde HCl-Gas bis zur Siittigung ein- 
geleitet. Nach Abdestillieren des Alkohols wurde das Verfahren noch 
einmal wiederholt. Als Riickstand der Destillation blieb ein hellgelbes 
Ol, das soweit wie méglich durch wiederholtes Abdestillieren mit Chloro- 
form oder Petrolither von der anhaftenden Salzsiiure befreit wurde. 
Beim Reiben mit dem Glasstab und bei starker Abkiihlung erfolgte 
schlieBlich Krystallisation. Es wurde aus sehr wenig Methylalkohol 
umkrystallisiert. Den Krystallen haftet noch etwas von dem Sirup ap, 
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der durch nochmaliges Umkrystallisieren aus Methylalkohol beseitigt 
werden kann. Nach dem Trocknen bei 80° im Vakuum sintert die 
Substanz bei !27° und schmilzt bei 133° zu einer triiben Schmelze. 
Ausbeute 1,6 g = 42°/, d. Th. 

0,0882 g Substanz verbrauchten 7,49 cem n/10-Siure. 


0,2671 g " ‘ (nach Volhard) 11,1 cem n/10- 
AgN9,. 


C,H,,0,N,Cl (238,68) Ber. 11,74°/, Ns: 14,85.9/, Cl 
Gef. 11,89 ., ,, 14,74 ,, 


is 

Wir setzten den Ester in der Weise in Freiheit, da8 wir den salz- 
sauren Ester in wenig Wasser listen, mit Ather iiberschichteten und 
dann unter Kiskiihlung Ammoniak einleiteten. Es schied sich dabei das 
Anhydrid nach wenigen Minuten als kompakte Masse ab. 


d,l-Leucyl-glycin-isopropylester-hydrochlorid. 


3 g d,l- Leucyl-glycin wurden in gleicher Weise, wie bei der Dar- 
stellung des Methylesters beschrieben, mit Iso-propylalkohol verestert. 
Krystallisation des beim Abdestillieren des Alkohols verbleibenden Sirups 
erfolgte nicht. Zur Reinigung wurde daher der salzsaure Ester in sehr 
wenig Wasser aufgenommen, stark abgekiihlt, mit Ather iiberschichtet 
und mit ?/, der berechneten Menge n-NaOH versetzt und mit iiber- 
schiissigem K,CO, vollends frei gemacht. Die iitherischen Ausziige 
wurden iiber Na,SO, getrocknet und mit trocknem HCl-Gas iibersittigt, 
wobei das Esterhydrochlorid sich als wasserhelles O] abschied. Zur 
Analyse wurde im Vakuum bei 80° getrocknet, wobei der salzsaure 
Ester zu einem weiBen hygroskopischen Pulver erstarrte. Ausbeute 
1,5 g = 35,6 °/, d. Th. 


0,0572 g Substanz verbrauchten 4,3 ecm n/10-Saure. 


0,1460 g . = 5,5 cem n/10- AgNO, (nach Vol- 
hard). 
C,,H,,0,;N,Cl (266,72) Ber. 10,51 °/, N 13,29 %/, Cl 
Gef. 10,53 ,, ,, 18,86 5, 5 


Der freie Ester wurde mit der auf den Cl-Gehalt berechneten 
Menge an Natriumiithylat in Freiheit gesetzt. Vom entstandenen Koch- 
salz wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck 
eingeengt. Beim Zusatz von Petrolither fiel eine krystallinische Masse 
aus. Sie erwies sich als d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 


d,l-Leucyl-glycin-n-butylester-hydrochlorid. 


Die Veresterung von 8 g Leucyl-glycin geschah in derselben Weise, 
wie beim Iso-propylester. Ebenso erfolgte auch die Reinigung. Beim 
Trocknen im Vakuum bei 70° ergab sich ein hellgelbes, sehr hygro- 
skopisches Pulver. Ausbeute 1,5 g = 33,6°/, d. Th. 
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0,0717 g Substanz verbrauchten 5,1 ecem n/10-Siiure, 


0,2655 g " m 9,5 cem n/10-AgNO, (nach Vol- 
hard). 
C,,H,;0,N,Cl (280,74) Ber. 9,98 °/, N 12,63 °/, Cl 
Gef. 9,98 ,, ,, 12,68 ,, ,, 


d,l-Leucyl-glycin-isobutylesterhydrochlorid.) 


3 g d,l-Leucyl-glycin wurden in 20 ecm Butylalkohol suspendiert 
und Salzsiiuregas bis zur Sittigung eingeleitet. Darauf dampften wir 
im Vakuum ab, nahmen den Riickstand in Butylalkohol auf und leiteten 
wiederum Salzsiiuregas ein. Nach abermaligem Eindampfen im Vakuum 
hinterblieb das Hydrochlorid als Ol. Durch Behandlung mit Petrolither 
erstarrte es jedoch nach einiger Zeit. Aus Alkohol oder Chloroform 
krystallisierte es in groBen, konzentrisch angeordneten Nadeln. Schmelz- 
punkt 46°. Es ist léslich in Wasser, Alkohol, Chloroform, schwer lés- 
lich in Ather, unléslich in Petroliiher. 

0,0362 g Substanz verbrauchten 2,50 eem n/10-Siure. 

C,,H,;0,;N,Cl (280,5) Ber. 9,98.9/, N Gef. 9,62°, N. 


d,l-Leucyl-glycin-isoamylesterhydrochlorid.") 


Es wurde in entsprechender Weise gewonnen, wie die iibrigen 
Esterhydrochloride. Es gelang nicht, das erhaltene Ol zur Krystalli- 
sation zu bringen. Das Olige Produkt ist léslich in Wasser, Alkohol, 
Chloroform und Ather, unlédslich in Petrolither. 


0,0336 g Substanz verbrauchten 2,20 cem n/10-Saure. 
C,3H,,O,N,Cl (294,5) Ber. 9,50°% N  Gef. 9,12 N. 


d,l-Leucyl-glycin-benzylester-hydrochlorid, 


Verestert wurden 3 g d,l-Leucyl-glycin. Da der Benzylalkohol im 
Vakuum bei Wasserbadtemperatur schwer fliichtig ist, wurde nur zur 
Hiilfte abgedampft und mit Ather ein dickes Ol ausgefillt, das nicht 
krystallisierte. Die ganze Prozedur wurde noch einmal wiederholt und 
das ausgefallene Ol im Vakuum bei 80° unter éfterem Zufiigen von Ather 
getrocknet. Es blieb ein gelbes, amorphes, stark hygroskopisches Pulver 
zuriick. 


0,0686 g Substanz verbrauchten 4,36 cem n/10-Siure. 
0,1483 g . er 4,6 ecm n/10-AgNO, (nach Vol- 
hard). 
C,;H,;0,N,Cl (317,74) Ber. 8,90°, N 11,26 °/, Cl 
Gef. 8,91,, ,  11,00,, ,, 





') Dargestellt von Herrn Dr. Schmitz. 
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Beim Einbringen der Substanz in einige Tropfen Wasser erfolgte 
plitzlich Krystallisation in groSen seidigen Nadeln, die oft zu Biischeln 
vereinigt waren. Es wurde zweimal aus sehr wenig Wasser umkrystalli- 
siert. Schmelzpunkt der lufttrockenen Substanz liegt bei 47° nach vor- 
herigem Sintern bei 45°. 

0,3491 g lufttrockener krystallinischer Substanz gaben nach 17stiin- 
digem Trocknen tiber H,SO, bei Zimmertemperatur 0,0505 g H,O ab. 
Daraus errechnet sich fiir ein Mol-Gewicht von 314,74 ein Krystall- 
wassergehalt von 2,96 Mol. 

0,0728 g lufttrockener krystallin. Substanz verbrauchten 3,97 ccm 
n/10-Saure, 


C,;H_30,N,Cl-3H,O (368,82) Ber. 7,60°/, N  Gef. 7,64°/) N. 


Die Substanz enthilt also 3 Mol Krystallwasser. Nach dem 
Schmelzen bei 47° erstarrt sie beim Abkiihlen wieder im Rohr. Bei 
103° entweichen Gasblischen. Nach weiterem Erhitzen zersetzt sich die 
Substanz bei 240° unter Gasentwicklung und Braunfirbung. Die iiber 
H,SO, im Vakuum vom Krystallwasser befreite Substanz schmilzt bei 
64/65° und zerflieBt sehr schnell an der Luft, ohne mit Wasser wieder 
zu krystallisieren. 

Im Exsiceator behalten die Krystalle ihre Gestalt. 

0,0417 g im Vakuum getrockneter krystall. Substanz verbrauchten 
2,63 eem n/10-Siiure. 

0,2060 g im Vakuum getrockneter krystall. Substanz verbrauchten 
6,55 eem n/10-AgNO, (nach Volhard). 

Gef. 8,83°/, N 11,27°/, Cl. 


Diese Werte stimmen mit den auf ein Mol-Gewicht von 314,74 be- 
rechneten gut iiberein. 


2. Darstellung des Methylesters von 1-Leucyl-l-leucyl-l-leucin.’) 


3,5 g Tripeptid wurden in 35 ccm trockenem Methylalkohol auf- 
geschwemmt und unter Eiskiihlung HCl bis zur Sittigung eingeleitet. 
Dann wurde bei 30° im Vakuum eingedampft, der Riickstand in 35 cem 
Methylalkohol wieder gelést und ein zweites Mal verestert. Es wurde 
so oft die Salzsiure im Vakuum abgedampft, bis in dem iibergegangenen 
Methylalkohol keine Salzsiiure mehr nachzuweisen war. 

Beim Einengen und Stehenlassen der methylalkoholischen Lésung 
krystallisierte das Esterhydrochlorid in Nadeln, die zu Rosetten zu- 
sammengelagert waren, aus. Die Verbindung ldst sich leicht in Athyl- 
und Methylalkohol, schwer in Essigester, sie ist unléslich in Ather. Das 
Hydrochlorid schmilzt bei 215°. 


1) Ausgefiihrt von Herrn Dr. Fleischmann. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVII. 19 
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0,0511 g Substanz verbrauchten 3,73 cem n/10-Saure. 
C,,H,,O,N,HCl (407,71) Ber. 10,30°/, N  Gef. 10,22°/, N. i 


Eine Lisung von 0,3670 g in 10 cem Methylalkohol gelést, drehte 
1,5° (+ 0,02) nach links. [a])” =— 40,87°. 


Um den freien Ester zu erhalten, wurde in die methylalkoholische 
Lésung des Hydrochlorides unter guter Kiithlung Ammoniak eingeleitet, 
bis die Lésung alkalisch reagierte. Dann wurde im Vakuum bei 30° | 
bis zur Trockene eingedampft und der freie Ester in Chloroform auf. / 
genommen. Nach dem Abdampfen des Chloroforms wurde der Ester in 
einem Gemisch von Methylalkohol und Essigester in der Hitze gelést. 
Beim Abkihlen krystallisierte er in Biischeln aus. Er ist in Methy!- 
und Athylalkohol und Chloroform leicht léslich, schwer in Essigester 
und Ather. Schmelzp. 140—145°. 


0,0692 g Substanz (im Vakuum getrocknet) verbrauchten 5,67 ccm 
n/ 10-H,SQ,. 
C,gH5,0,Ns (371,25) Ber. 11,31°/, N Gef. 11,48°/, N. 


Um zu sehen, ob eine Anhydridbildung erfolgt, wurde der Ester 
geschmolzen und bis 190° erhitzt. Die Schmelze zeigte starke Blasen- 
bildung und zersetzte sich mehr und mehr. Beim Abkiihlen trat Er- 
starrung ein. Teilweise wurden kleine Nidelchen ausgeschieden. Es 
wurde nun mit Methylalkohol bei gewéhnlicher Temperatur ausgelaugt 
und vom Ungelésten getrennt. Der Riickstand léste sich in heiBem 
Methylalkohol, aus dem die geléste Substanz beim Abkiihlen wieder in 
kleinen Nadeln auskrystallisierte. Diese lésten sich leicht in Eisessig. | 
Die Anhydridreaktion mit Dinitrobenzoesiure war positiv, die Nin- | 
hydrinreaktion negativ. Der Kérper schmilzt bei 270°. Die Léslichkeit 
und der Schmelzpunkt stimmen fiir 1-Leucyl-l-leucin-anhydrid. 
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0,0567 g Substanz verbrauchten 4,86 cem n/10-Siure. 
C,oH,,0,N, (226,18) Ber. 12,88°/, N  Gef. 12,129, N. 


Die methylalkoholische Loésung wurde im Vakuum zur Trockene 
eingedampft und der Riickstand in Essigester in der Hitze gelést. Beim 
Stehen wihrend der Nacht im Eisschrank wurden Krystalle ausgeschieden, 
die mit dem des Esters iibereinstimmten und eine Ninhydrinreaktion, 
aber keine Anhydridreaktion gaben. 


Beim Eindampfen der Lésung wurde ein gelbgefirbtes Pulver er- 
halten, das nicht weiter getrennt und nicht krystallisiert erhalten werden 
konnte. Es gab sowohl die Anhydrid- als auch die Ninhydrinreaktion. 

Analyse: 0,0416 g Substanz verbrauchten 3,30 cem n/10-H,SQ,. 

Gef. 11,11°/, N. 
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3. Darstellung von benzoylierten Dipeptidestern. 


Benzoyl-glycyl-glycin-methylester. 

3 g Benzoyl-glycyl-glycin wurden durch '/,stiindiges Kochen mit 
2°/,iger methylalkoholischer HCl verestert. Beim Abdampfen des 
Alkohols blieb ein heller Sirup zuriick, der zum Teil fest wurde. Es 
wurde zweimal aus Wasser umgelist. Trotzdem behielt die Substanz 
ihre halbfeste Konsistenz bei. Sie schmilzt sehr unscharf bei 78—82°. 


0,0520 g Substanz verbrauchten 4,1 ccm n/10-Siiure (nach Kjeldahl). 
C,.H,;,0,N, (250,19) Ber. 11,2°/, N Gef. 11,0°/, N. 
Die Ausbeute betrug 2,8 g = etwa 80°/, d. Th. 


Beim Versuch, die Substanz im Hochvakuum zu destillieren, 
bildeten sich stark rot gefiarbte Ole. 


Benzoyl-d,1l-leucyl-glycin-aithylester. 
3,5 g Benzoyl-d,l-leucyl-glycin wurden in iiblicher Weise mit Athyl- 
alkohol verestert. Beim Abdestillieren des Alkohols erstarrte der Riick- 


stand krystallinisch. Er wurde zweimal aus wenig Alkohol umkrystal- 
lisiert. Schmelzp. 145—146°. Ausbeute 2 g = etwa 51°/, d. Th. 


0,0518 g Substanz verbrauchten 3,25 ecm n/10-Siiure (nach Kjeldahl). 
C,,H,,0,N, (320,30) Ber. 8,75 °/, N Gef. 8,77, N. 


Es wurde versucht, den Ester bei 3 mm Hg zu destillieren. Die 
Hauptmasse ging bei etwa 220° iiber, wobei sich vorher geringe Subli- 
mation zeigte. Im Kolben verblieb wenig braun gefiirbter Riickstand. 
Das Destillat erstarrte in der Vorlage. Nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol schmolz es bei 145—146°. 


0,0551 g Substanz verbrauchten 3,4cem n/10-Siiure (nach Kjeldahl). 
Gef. 8,65 "le N . 


Man kann den Ester zum gréS8eren Teil unzersetzt auch unter ge- 
wohnlichem Druck destillieren. 


Benzoyl-glycyl-l-tyrosin-methylester. 


3 g Glycyl-l-tyrosin wurden in 26 cem n-NaOH gelést. Dazu wurden 
portionsweise 4 g Benzoylchlorid und soviel feste Soda gegeben, daB die 
Fliissigkeit stets alkalisch blieb. Dabei fiel in der Kite bereits in 
alkalischer Lésung ein dicker gelber Sirup aus, dem sich beim Ansiuern 
noch etwas Ol aus der Lisung zugesellte. Dieser Sirup war in Wasser 
sehr schwer léslich, in Alhohol besser. Er wurde mit verdiinnter HCl 
und dann mit Wasser gewaschen; da er schlecht zu reinigen war, 
wurde er nach dem Trocknen im Vakuum bei 50° ohne weiteres in be- 
kannter Weise mit Methylalkohol verestert. Beim Abdestillieren des Al- 
kohols verblieb ein hellbrauner Riickstand, der mehrmals mit Ather aus 

19* 
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wenig Methylalkohol umgefillt wurde. Trotz langen Trocknens im Va- 
kuum wurde die Substanz nicht fest. Sie ergab keine Ninhydrin- und 
keine Millonsche Reaktion. Die Ausbeute betrug 1,8g = etwa 31°/, d. Th. 


0,0811 g Substanz verbrauchten 3,5cem n/10-Saéure (nach Kjeldahl). 

C,H 4O,N, (460,34) Ber. 6,09°/, N  Gef. 6,05°, N. 

Bei dem Versuch, den Ester im Vakuum zu destillieren, zersetzte 
sich sehr bald iiber 150° unter Bildung von braunschwarzen Olen. 


Benzoyl-l-leucyl-d-glutaminsiure-dimethylester. ?) 
COOCH, 


CHa, | 
CH-CH, CH-CO-NH-CH 
CH, | 
NH-0C-0,H, CH, 
CH, 
COOCH, 


1, Benzoylierung. 

1 g Dipeptid, in 10 ccm Wasser gelést, wurde mit 3,2 g Natriumbi- 
carbonat und 1,6 g (3 Mol) Benzoylchlorid gekuppelt. Nachdem der Chlorid- 
geruch verschwunden war, wurde durch vorsichtiges Ansiiuern mit Salz- 
siiure fraktioniert gefillt, wobei zuerst der gréBte Teil der freien Benzoe- 
siiure ausfiel. Die folgende Fraktion enthielt neben der restlichen Benzoe- 
siiure das Benzoylderivat. Die Benzoesiure wurde durch wiederholte 
Extraktion mit Ather-Petroliither entfernt. Die Benzoyl-leucyl-glutamin- 
siiure wurde durch Umfillen aus Athylalkohol durch Ather gereinigt; es 
gelang nicht, sie krystallisiert zu erhalten. Die Verbindung ist in Al- 
kohol leicht lislich, in Ather unléslich, in Wasser auch in der Hitze 
nur wenig ldslich. Ausbeute 0,8 g. 

Fiir die Stickstoffanalyse diente ein im Vakuum iiber P,O, ge- 
trocknetes Priiparat. 

0,0384 g Substanz verbrauchten 2,05 cem n/10-Siure. 

C,gH,,O,Ne (364,2) Ber. 17,69 °%) N Gef. 17,48°/, N. 


2. Veresterung. 


Die Benzoylverbindung wurde zweimal mit Methylalkohol und 
Salzsiiure verestert. Die Lésung wurde im Vakuum bei méglichst 
niederer Temperatur eingedampft, und der Riickstand noch einige Male 
mit Methylalkohol zur Entfernung des dem Sirup anhaftenden Chlor- 
wasserstoffes abgedampft. Der zuriickbleibende Ester wurde zur Rei- 
nigung wiederholt aus Chloroform durch Ather-Petrolither in weiBen 


1) Dargestellt von Herrn Dr. Schwab. 
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Flocken gefallt. An der Luft firbte er sich gelbbraun. In trockenem 
Zustand stellte er eine spréde Masse dar; leicht liéslich in Alkohol 
(Methyl- und Athyl-), Chloroform, Essigither; nicht léslich in Wasser, 
Ather und Petrolither. 


0,0472 g Substanz verbrauchten 2,35 cem n/10-Siiure. 
CooHes0,N, (392,2) Ber. 7,149, N  Gef. 6,98, N. 


4. Stufenweiser Abbau von Casein. (Hammarsten.) 


200 g Casein wurden mit 3 Liter n-NaOH gelést und 14 Tage bei 
37° aufbewahrt. Der Aminostickstoffgehalt der Lésung war in dieser 
Zeit auf etwa 40°/, des Gesamt-N gestiegen. Die Lésung wurde mit 
verdiinnter HCl neutralisiert und dann im Vakuum eingedampft. Zur 
Vermeidung des starken Schiiumens lieBen wir des 6fteren kleine Mengen 
Alkohols zutropfen. Es hinterblieb ein gelb gefirbter Riickstand, der 
in 500 cem n-NaOH aufgenommen wurde. Diese Lésung wurde gekiihlt 
und mit Benzoylehlorid in tiblicher Weise gekuppelt. Beim Ansiiuern 
fiel eine gelblich weiBe Masse aus, die abfiltriert und durch Aus- 
schitteln mit heiBem Petrolither von der Benzoesiure befreit wurde. 
Sodann wurde in Methylalkohol gelést und mit HCl-Gas verestert. Beim 
Abdestillieren des Alkohols hinterblieb ein rot gefarbter Sirup, der mehr- 
mals mit Methylalkohol aufgenommen wurde. Mit dem abdestillierenden 
Alkohol ging immer noch etwas Benzoesiiuremethylester iiber. Der 
Sirup wurde dann sofort im Hochvakuum zur Destillation gebracht. 
Dabei zersetzte er sich vollstiindig. Es gingen Wasser und gelbe Dimpfe 
iiber, die sich zu braunen Olen kondensierten. Krystallisierte Anteile 
erwiesen sich stets als Benzoesiiure und Ammoniumsalze. Da die Destil- 
lationsmethode nicht zum Ziele fiihrte, wurde das in gleicher Weise mit 
Methylalkohol hergestellte Estergemisch mit so viel Sand verrieben, daB 
sich die Masse trocken anfiihlte. Sodann wurde im Soxhletapparat zu- 
nichst mit Ather extrahiert. Es wurde dabei nur eine geringe Menge 
Benzoesiiureester abgegeben. Sodann wurde mit Essigester extrahiert. 
Die Essigesterlésung wurde dann im Vakuum stark eingeengt und mit 
Ather gefillt. Dabei schied sich ein hellbraunes, amorphes Produkt 
ab, das bereits unter 100° zu einem braunen 01 zusammenschmolz und 
stark hygroskopisch war. 


0,0456 g dieser rohen Substanz verbrauchten 2,6 cem n/10-HCl 


(nach Kjeldahl). 
Gef. 8,0°/, N. 


Dieses Produkt wurde noch dreimal mit Ather aus Essigester ge- 
fallt. Danach verbrauchten: 


0,0575 g Substanz 3,5 eem n/10-H] (nach Kjeldahl). 
Gef. 8,5°/, N. 
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Nach Kochen der Essigesterlésung mit sehr viel Tierkohle und 
weiterem 6 maligen Umfillen wurde die Substanz véllig weiB erhalten. 
Sie fiirbte sich jedoch an der Luft sehr bald wieder hellgelb. Zur 
Analyse wurde im Vakuumexsiccator tiber H,SO, getrocknet. 


0,0462 g Substanz verbrauchten 3,0 cem n/10-HCl (nach Kjeldah)), 
0,1306 g io gaben 0,2763 g CO, und 0,0882 g H,O. 
Gef. 57,72 °/, C 7,55°/, H 9,1°/, N. 

Den in Essigiither unléslichen Anteil des Hydrolysenproduktes extra- 
hierten wir unter vermindertem Druck mit n-Butylalkohol. Es gelang 
nicht, aus ihm durch Verdampfen ein Produkt mit brauchbaren Eigen- 
schaften zu gewinnen. Es hinterblieb ein braungefiirbter Sirup, der 
allen Bemiihungen, ihn durch Zusatz von Ather, Petrolither usw. in den 
festen Zustand iiberzufiihren, trotzte. Es gelang wohl, ihn in eine ziihe, 
halbfeste Masse zu verwandeln, jedoch gliickte es nicht, einzelne Be- 
standteile aus dem Gemisch herauszufiillen bzw. zu lésen. SchlieBlich 
wurde die stark konzentrierte, butylalkoholische Lésung, wie bereits in 
der Einleitung beschrieben, mit viel Wasser gefiallt. Vgl. das weitere 
Verfahren S. 281. 

Zur Reinigung wurde das aus der alkoholischen Lésung wiederholt 
mit Wasser gefillte Produkt in Chloroform aufgenommen und mittels 
eines Gemisches von Ather-Petroliither in Gestalt weiBer Flocken ab- 
geschieden. Diese wurden abfiltriert. Sie fiairbten sich an der Luft 
hellbraun. Beim Absaugen unter LuftausschluB gelang es, die Ver- 
bindung in hellgelbem Zustand zu erhalten. Die Verbindung loéste sich 
leicht in Methyl-, Athyl-, n- und iso-Propyl-, n- und iso-Butylalkohol, iv 
Chloroform und Essigiither, in Wasser und Petrolither war sie unléslich 

Analyse: 0,0392 g Substanz verbrauchten 2,00 cem n/10-Siure. 

0,0422 ¢g - " 2,16 ccm ” ° 
0,1102 g - gaben 0,2461 g CO, u. 0,0728 g H,O. 
CyoHa,N,O0, (392,2) Ber. 61,23°/, C 17,149), H 17,14 o, N 
Cs. £690, 4 Wit» w 1,48, 7,16 » 5 


Der Versuch, aus der Mutterlauge des Dimethylesters der Benzoy!- 
leucyl-glutaminsiure weitere Mengen dieser Verbindung abzuscheiden, 
miBlang. Es krystallisierte nach und nach in groBen Mengen Benzoe- 
siiure aus. Vorhandener, irgendwie adsorbierter Benzoesiiuremethy lester 
war offenbar im Laufe der Zeit verseift worden. Es diirfte auch der 
erwiihnte Dimethylester der Verseifung anheimgefallen sein. Dafiir 
spricht, daB Produkte isoliert werden konnten, die die elementare Zu- 
sammensetzung der Benzoy|-leucyl-glutaminsiure hatten. Unsere Befunde 
mahnen zur Vorsicht bei der Beurteilung der Art und Weise der Bin- 
dung von Benzoylgruppen an EiweiBabbaustufen. 
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Uber den Entgiftungsvorgang im Fotalorganismus. 
Von 


Masao Takahashi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1928.) 


Man versteht unter Fotalzeit die in intrauteriner Ab- 
hingigkeit zugebrachte Lebenszeit des Siugetierorganismus. 
Es miissen also nicht nur die fétalen, sondern auch die 
miitterlichen endokrinen Organe betrachtet und deren gegen- 
seitige Beziehungen abgewogen werden. Den Stoffaustausch 
zwischen dem Organismus der Mutter und dem des Fotus 
vermittelt die Placenta. Bestindig durchdringen Nahrungsstoffe 
die Zellen des Mutterkuchens und gelangen in das Blut der 
Nabelvene. 

GewiB werden also manchmal kérperfremde Stoffe dem 
Fotus zugefiihrt, deren Entfernung unter Umstinden im miitter- 
lichen Organismus nicht vollkommen erfolgt. Es ist hier ein 
Problem von der gréBten Bedeutung, inwiefern der Foétus 
seinerseits imstande ist, die Stoffe zu beseitigen, die auf ihn 
selbst im Sinne von Giften einwirken. 

Allerdings mu8 der Versuch, diese Aufgabe zu lésen, oft 
genug auf die friiheren Entwicklungsstufen der auBerhalb einer 
miitterlichen nutritiven Sphire heranwachsenden Tierklassen 
zuriickgreifen und zur Erklirung heranziehen. ‘Trotz des be- 
quemsten Materials, welches die Hiihnerembryonen fir solche 
Untersuchungen liefern, waren sie bis jetzt dafiir gar nicht 
beriicksichtigt. 
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Darum habe ich mir auf Veranlassung von Prof. Tomita 
zuerst die Frage vorgelegt, ob die Atherschwefelsiuren als ein 
Entgiftungsvorgang im Hiihnerembryo gebildet und in Allantois. + 
wasser ausgeschieden werden. 


Experimentelles. 


Als Untersuchungsmaterial verwendete ich méglichst gleich 
groBe Kier, die von unter gleichen Bedingungen ernihrten | 
Hennen derselben Rasse gelegt waren, und dabei wurden zum _ ‘| 
Teil frisch befruchtete Eier und zum Teil bebriitete Kier zum 
Experiment verwendet, die 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15 und 18 Tage 
alt waren. 

Kierklar, Dotter, Embryo, Amnios- und Allantoiswasser 
wurden sorgsam getrennt. Jede Portion wurde mit 2°/,igem | 
Salzwasser verdiinnt und unter Herstellung schwach saurer 
Reaktion durch verdiinnte Essigsiure so lange im Sieden er- 
halten, bis das KiweiB vollig ausgefallen ist und dann filtriert. 
Mit dem enteiweiBten Filtrat wurden die Sulfatschwefelsiure 
und die Gesamtschwefelsiure nach dem Verfahren von Folin’) 
ermittelt. Man erfahrt die Menge der gepaarten Schwefel- 
siure durch Subtraktion der Sulfatschwefelsiure und der Ge- 
samtschwefelsiure. 


Zu diesen Versuchen verwendete ich jedesmal durch- 
schnittlich 12 Kier, Im Eierklar, Dotter und Amnios- 
wasser konnte ich die Schwefelsiure nicht nach- 
weisen, obwohl die verwendete Menge des Materials immer | 
iiber 50 g betrug. Im Embryo und Allantoiswasser da- | 
gegen traten die Gesamtschwefelsiure und Sulfat- 
schwefelsiure deutlich zutage und nach 12tigiger Be- | 
briitung wurde die gepaarte Schwefelsiure sowohl im Embryo | 
als auch im Allantoiswasser mit Sicherheit nachgewiesen. | 





Die Resultate kénnen kurz in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt werden. 


') Folin, Jl. of Biol. Chem, Bd. 1, 8. 131 (1906). 
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Gesamtsch wefel- Sulfatschwefel- Atherschwefel- 
Be- siiure (A) siure (B) siiure (A—B) 
briitungs- near meres 
etki. Embryo Allantois- Embryo |Allantois- Embryo Allantois- 
wasser | wasser wasser 
mg/100g/ mg/dl |mg/100¢g | mg/dl |mg/100g/ mg/dl 
9 Tage 4,99 
3.96 2.45 
7,20 4,98 Spur Spur (6,46) (5,51) 
9,7 9,10 
6,46 5,51 
12 Tage 9,06 4,20 
7,91 7,35 
6,40 5,43 5,98 5,78 
7,91 11,15 4,97 1,78 2.35 1,25 
7,82 7,03 5,47 5,78 
15 Tage 5,11 
2,52 18,71 
4.79 14,18 3,61 7,14 
6,38 15,45 3,83 6,80 0,98 9,39 
4,70 16,11 3,72 6,72 
18 Tage | 10,82 
8.89 22,37 
4,80 16,48 4,75 11,91 
6,10 27,07 5,35 10,56 2,60 10,74 
7,65 21,97 5,05 11,23 











Uberblickt man die Resultate, so ergibt sich als auf- 
fallendstes Ergebnis eine merkwiirdige Zunahme von Ather- 
schwefelsiure im Allantoiswasser. 
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II. Synthese der Ornithursaure im bebriiteten Hiihnerei bei 
der Einspritzung von Benzoesaure. 


Von 


Masao Takahashi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. August 1928,) 


Durch die Ergebnisse der vorstehenden Mitteilung kam 
ich zu der Anschauung, daB die Atherschwefelsiure als ein 
Entgiftungsvorgang im Hiihnerembryo neu gebildet und in 
Allantoisfliissigkeit ausgeschieden wird. Es wire hierbei von 
gréBtem Interesse, wenn es gelingen wiirde, das Ei nach Zu- 
satz der zu untersuchenden Gifte unversehrt zu entwickeln und 
den Entgiftungsvorgang aus der hinzugefiigten Substanz zu 
priifen. Wie langst bekannt, bedient sich der Vogelorganismus 
zur Entgiftung der Benzoesiure des Ornithins, wahrend der 
Organismus des Siugetieres dabei das Glykokoll heranzieht. 
Worauf der Unterschied zuriickzufiihren ist, dies aufzukliren 
ist noch niemand gelungen. Als Beitrag aber zu dieser Frage 
schien es wiinschenswert zu priifen, inwieweit schon beim Foétus 
die Zeichen der Entgiftung von hinzugefiigter Benzoesiure 
nachweisbar sind. 

Zur Untersuchung dieser Frage habe ich auf eine An- 
regung von Prof. Tomita seine Injektionsmethode ') angewandt 
und das Schicksal der eingespritzten Benzoeséure wahrend der 
Bebriitung verfolgt. 





11 B. Tomita, Biochem. Zs. Bd. 116, S. 15 (1921). 
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Dabei zeigte es sich, daB der Hiihnerembryo schon nach 
14tagiger Bebriitung imstande ist, die hinzugefiigte Benzoe- 
siure mit Ornithin zu puaren. 


Das Experiment geschieht in folgender Weise: 


In das spitzige Ende des Kies wird ein ganz kleines Loch 
gebohrt' und 0,005 g Natriumbenzoat in 10°/,iger Lésung durch 
die Spritze eingefithrt. Sodann schlie8t man das Loch durch 
paraffiniertes Papier und laBt das Ei im Brutschrank stehen. 
Nach der bestimmten Frist sprengt man die Kischale und priift 
die Kientwicklung. Fir die Untersuchung kommen selbstverstind- 
lich nur Hier in Betracht, die eine normale Entwicklung des 
Embryos zeigen. 


Um die Umwandlungsprodukte der Benzoesiure zu unter- 
suchen, wurde zuerst der Eiinhalt in drei Teile, nimlich Al- 
lantoiswasser, Embryo mit Amnioswasser und Kierklar mit 
Dotter sorgsam getrennt. Das einzelne Material wurde dann 
abgedampft und nach Zusatz von Schwefelsiiure mit 94°/,igem 
Alkohol erschépft, der nach Abdampfen des Alkohols erhaltene 
Riickstand wurde mit absolutem Alkohol hei8 extrahiert. Der 
sirupartige Riickstand des Alkoholauszugs wurde in Wasser 
gelést, mit Natriumcarbonat versetzt und zur Entfernung von 
Fett und Farbstoff mit Ather geschiittelt. Die wiBrige Lé- 
sung wurde dann mit Schwefelsiure angesiuert und lange Zeit 
mit Ather im Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat 
extrahiert. Aus dem Atherextrakt wurde nach dem Abdampfen 
des Athers ein rétlich-gelblicher Sirup erhalten. Bei einem 
giinstigen Fall schied sich daraus ein krystallinischer Kérper 
aus. Wenn es nicht der Fall war, wurde der Atherriickstand 
in heiBem Alkohol gelést und in der Kiskammer stehen ge- 
lassen; dann schieden sich allmihlich feine Krystillchen aus. 


I. Versuchsreihe. 


1014 frische befruchtete Hiihnereier wurden mit je 0,005 g Natrium- 
benzoat in 10°/,iger Lisung versetzt und im Brutschrank belassen. 
Nach 9 tiigiger Bebriitung entwickelten sich 842 Eier ganz normal; sie 
wurden zu den Versuchen verwendet. Dabei konnte ich weder Hippur- 
siure noch Ornithursiure nachweisen, wihrend aus Allantoiswasser 





296 Masao Takahashi, 


0,0614 g, aus Dotter und Klar 0,1372 g Benzoesiure in reinem Zustand 
wieder gefunden wurden. 


Il. Versuchsreihe. 


2094 mittelgroBen frischen und befruchteten Hihnereiern wurde 
je 0,005 g Natriumbenzoat in 10°/,iger Lésung injiziert. 1411 Eier davon 
entwickelten sich nach 14taigiger Bebriitung ganz normal. Im ganzen 
wurden also 5,928 g Benzoesiiure verfiittert. Aus dem Allantoiswasser er- 
hielt ich 0,4541 g farblose krystallinische Substanz, die bei 183°C schmolz. 


0,1580 g Substanz gaben 0,3901 g CO, und 0,0902 g H,0. 

0,0506 g 5» nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 3,0 ecm 
n/10-H,SO,. 

C,,H.)N.O, Ber. C 67,03°/, H5,92%  N 8,23°/, 

Gef. ,, 67,08 » 6,38 y 8,30 

Sie lést sich in heiBem Alkohol, schwerer in Ather, Sie ist sehr schwer 
léslich in heiBem Wasser. Bei der Mischprobe mit Ornithursiure zeigte 
sich keine Schmelzpunktdepression. Mithin handelt es sich bei der Sub- 
stanz weder um Benzoesiiure, noch um Hippursiure, sondern um Di- 
benzoylornithin. Aus Dotter, Klar, Embryo und Amnioswasser konnte 
ich keine Spur von Ornithursiiure isolieren. 


Ill. Versuchsreihe. 


Diesmal wurden 1292 frische befruchtete Hiihnereier mit je 0,005 g 
Natriumbenzoat versetzt. Zu den Versuchen wurde jedesmal Material 
verwendet, das von 18 Tage bebriiteten und normal entwickelten Hiihner- 
eiern herriihrte. 774 Eier entwickelten sich ganz normal. Aus Allan- 
toiswasser bekam ich 0,5964 g weiBe Krystalle. 

In bezug auf die Léslichkeit und den Schmelzpunkt verhilt sich 
die Substanz ganz identisch mit Ornithursiiure. Fiir die weitere Identifi- 
zierung diente eine Elementaranalyse, die die folgenden Werte zeigte: 


0,1592 g Substanz gaben 0,3918 g CO, und 0,0914 g H,0. 
0,0500 g ,, , nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 2,9ecem 
n/10-H,SO,. 
C,,H..N,0O, Ber. C 67,03, H5,92%,  N 8,28°, 
Gef. ,, 67,11 y 6,42 y 8,12 


IV. Kontrollversuche. 


Solange die Frage noch nicht festgestellt ist, ob die Ornithursiure 
im normalen Vogelharn vorkommt, erfordert die Sicherstellung meiner 
Ergebnisse auch besondere Kontrollversuche. Um zu entscheiden, ob 
der Hiihnerembryo bei normaler Entwicklung nicht imstande sei, Orni- 
thursiiure zu bilden, habe ich die Versuchsanordnung und die Aus- 
fiihrung der Analysen iihnlich wie in den voraufgehenden Versuchs- 
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reihen bei normalen Hiihnereiern angestellt. Es wurden hierbei selbst 
Spuren von Ornithursiure nie gefunden; ja sogar die Stickstoffmenge 
war in der betreffenden Fraktion immer sehr klein, als man den Stick- 
stoffgehalt ermittelte, um die minimale Menge der Ornithursiure nicht 
zu vermissen. 

Um einen Vergleich der in dieser Mitteilung ausgefiihrten 
Versuche mit der Kontrolle zu erleichtern, stellte ich in folgen- 


der Tabelle die Resultate zusammen. 





| 
| 


Menge der wieder- 


be ! of — 
S 8 - Menge der Ornithur-. 
2 _| 2 | = -= | gefundenen Benzoe Se 
sait ei . etal siiure in 
b0 80 pm] & & saure mm Bemer- 
r "SS :¢ cma, aids i = Pore aes 
| i o § . z . “~ x | 3 _ = = wo kungen 
Bel tue esi +o at | o2.@i wa ¢ te | Oo O 
S“lecilas| $a 88 | PS] 88 | 98 P's 
a i solar | EM /2e/SS | Se life 
N “Mite 4 |Bd/4F 14 EX 
— soeniniensnnene = Sr RAPES * — = seared = oa = seme — 
9 842 | 3,537 10,0614 0,1372 0 0 0 0 
14 | 1411 [5,928] 0 0 0 10,4541) 0 ( 
18 | 7741/3251] 0 0 0 10,5964. 0 (0) 
14 55 | 0 0 0 0 0 ) 0 ! Kontroll- 
18 55 | O 0 0) 0 0 | G 0 versuch 




















Uber die Bildung der Hexon- und Purinbasen bei der 
Entwicklung des Hiihnereies. 


Von 
Jun-ichiro Sagara. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie in Nagasaki.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. August 1928.) 


Seitdem E. Schulze zuerst festgestellt hat, da® die Hexon- 
basen in Keimlingen von Lupinus luteus ziemlich reichlich 
vorhanden sind, ist das Vorkommen dieser Verbindungen in 
verschiedenen Keimpflanzen wiederholt nachgewiesen worden. 

Es liegt hierbei sehr nahe, den Nachweis der Hexonbasen 
auch bei der Entwicklung der tierischen Embryonen beibringen 
zu kénnen, weil die fiir das Wachstum der Pflanzenkeime 
wichtigen Aminosauren gleichfalls fiir Menschen und Tiere 
unentbehrlich sein sollen und nicht sofort umgewandelt werden, 
vielmehr infolge davon sich einmal anhiufen. 

Unter den auf breitester Basis mit Erfolg fortgefihrten 
Forschungen der lebenswichtigen Aminosiiuren ist die Wertig- 
keit des Lysins fir das Wachstum der Tiere namentlich von 
Osborne, Mendel und Abderhalden?) sicher festgestellt 
worden. Die Versuche sind aber bisher meistens an wachsen- 
den oder gewachsenen Tieren ausgefiihrt. Man durfte hoffen, 
daB das gleiche Verhalten auch beim sich entwickelnden 
Embryo zur Geltung komme. 

Aus leicht verstandlichen Griinden vermégen wir jedoch 
dem Stoffwechsel des Fétus im Mutterleibe leider nicht zu 





*) Thomas B. Osborne u. B. Mendel, Jl. of Biol. Chem. Bd. 25, 
S. 1 (1916); Bd. 26, S, 293 (1916); Abderhalden, Pfliigers Archiv 
Bd. 195, S. 199 (1922). 


_—— j 
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folgen. Darum bin ich bereitwillig auf den Vorschlag des 
Herrn Prof. M. Tomita eingegangen, die freien Hexonbasen 
und zwar das Lysin in den sich entwickelnden Hiihnerembryonen 
zu untersuchen. 

Ks zeigte sich dabei, daB bei 14 tigiger Bebriitung eine 
starke Zunahme von Arginin und Lysin erfolgt und zwar das 
Lysin in den sich entwickelnden Hiihnerembryonen in groBer 
Quantitat sich anhauft. Ferner wurde nachgewiesen, daB 
waihrend der Bebriitung der Hiihnereier, wie Tichomiroff}) 
zuerst bei Bombix mori fand, eine Neubildung der Purinbasen 
eintritt. 


Experimentelles. 


Hiihnerembryonen wurden mit der Schere zerkleinert, in 
der Reibschale zu einem homogenen Brei zerrieben, mit Wasser 
verdiinnt und dann mit Ather stark geschiittelt, um Fett zu 
beseitigen. Die entfettete Masse wurde mit viel Wasser ver- 
setzt, und unter Herstellung schwach saurer Reaktion durch 
verdiinnte Schwefelsiture in der Hitze koaguliert. Das Filtrat 
wurde eingedampft, mit Schwefelsiure versetzt, bis der Prozent- 
gehalt 5°/, H,SO, betrug, und mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt. Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde durch 
Baryt zersetzt und der iiberschiissige Baryt durch Kohlensiure 
abgeschieden. Das Filtrat von kohlensaurem Barium wurde 
stark eingeengt, mit Salpetersiiure angesiiuert und dann mit 
10°/,iger Silbernitratlésung gefillt. Der Silberniederschlag 
muBte die Purinbasen aufnehmen. Die Trennung der Purin- 
basen wurde nach dem von Steudel’) bearbeiteten Verfahren 
ausgefiihrt. Dem Filtrat der Silberfallung wurde 10 °/,ige 
Silbernitratlésung zugefiigt, bis eine Probe in kalt gesittigtem 
Barytwasser als braunes Silberoxyd sich fallen lie8, und dann 
wurde es mit Barytwasser im UberschuB versetzt. Nach dem 
Verfahren von Kossel und Kutscher’) konnte ich Arginin 





1) Tichomiroff, Diese Zs, Bd. 9, S. 518. 

2) Diese Zs. Bd. 31, S. 165 (1900—1901); Bd. 49, S. 318 (1908). 

*) Hoppe-Seylers Handbuch der physiologisch- u. pathologisch- 
chemischen Analyse, 9. Aufl, 1924, S 875. 
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und Histidin aus der Silber—Barytfallung und Lysin aus dem 
Filtrat fiir sich allein isolieren. 


Die Versuchsresultate waren folgende: 


1. Versuchsreihe. 


Zu den Versuchen fanden 9 Tage lang bebriitete Eier Verwendung. 
517,4 g Embryo aus 279 Hiihnereiern wurden in der oben erwahnten 
Weise auf Purin- und Hexonbasen verarbeitet. Die Silberfaillung wurde 
in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff behandelt. Die 
von Schwefelsilber abfiltrierte Lésung wurde im Wasserbade auf ein 
bestimmtes Volumen eingeengt. Mit einem aliquoten Teil wurde der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Der Gesamt-Purinstickstoff betrug 
0,0018 g. Die aus der Silber-Barytfallung regenerierte Basenflissigkeit 
wurde auf kleines Volumen eingedampft und die Stickstoffmenge be- 
stimmt. Wegen der kleinen Menge konnte ich weder Arginin noch 
Histidin isolieren. Die Gesamtstickstoffmenge der beiden Kérper betrug 
0,0050 g. Von der Lysinfraktion wurde der Stickstoff nach Kjeldah! 
bestimmt. Der Lysinstickstoff betrug 0,0588 g. 


2. Versuchsreihe. 


Bei diesen Experimenten kamen 14 Tage lang bebriitete Eier zur 
Anwendung. 1917,0 g Hiihnerembryo aus 180 Eiern wurden auf Purin- 
und Hexonbasen verarbeitet. Aus der Purinfraktion erhielt ich 0,31 ¢ 
krystallinische Substanz. Das Arginin wurde als Pikrat isoliert (0,58 g). 
Es stellte lange, goldgelbe Nadeln dar und schmolz bei 205° C. 


0,1051 g Substanz gaben 21,5 cem N (13°, 764 mm). 

C,H,,N,O,C,H,N,O, Ber. N 24,32 %/, Gef. N 24,18°/, 

Aus der Histidinfraktion konnte ein wenig Histidin als Pikrolonat 
(0,048 g) abgeschieden werden, das eine schéne Farbenreaktion nach 
Ehrlich zeigte, aber ihrer zu kleinen Menge wegen konnte die Sub- 
stanz nicht analysiert werden. Dagegen trat eine merkwiirdige Zunahme 
des Lysins zutage. Es wurde als Pikrat isoliert (8,20 g), welches folgende 
Analysenzahlen ergab. 


0,1723 g Substanz lieferten 27 cem N (15°, 762 mm). 


3. Versuchsreihe. 


Diesmal wurden 2452 g Embryo aus 129 Hiihnereiern verwendet, 
welche 17 Tage lang im Brutschrank belassen wurden. Die Purinmenge 
betrug im ganzen 0,25 g, das Histidin als Pikrolonat 0,089 g. Arginin 
und Lysin wurden wieder als Pikrat isoliert. Die erstere betrug 0,66 g 
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und 0,0678 g Substanz ergaben 14 cem N (14,5°, 763 mm) = 24,229), N 
statt der berechneten 24,32°,,. An Lysinpikrat bekam ich 9,0 g. 


0,1552 g Substanz gaben 24 ccm N (13,7°, 764 mm). 
0,H,,N,0,C,H,N,0, Ber. N 18,679), Gef. N 18,84), 


4. Versuchsreihe. 


Zu den letzten Versuchen wurden 19 Tage bebriitete Hiihnereier 
verwendet. 3327¢ Embryo aus 141 Eiern wurden nun auf Purin- und 
Hexonbasen verarbeitet. Aus der Purinfraktion erhielt man 0,34 g Sub- 
stanz in ziemlich reinem Zustand. Ihrer zu kleinen Menge wegen konnten 
jedoch die einzelnen Bestandteile nicht getrennt werden. Xanthin- und 
Weidelsche Probe fielen stark positivy aus. Aus der Argininfraktion 
wurde das Arginin als Pikrat ausgeschieden (0,81 g). Es stellte lange, 
seidengliinzende, goldgelbe Nadeln dar und schmolz bei 204° C. 

0,0734 g Substanz ergaben 15 cem N (11,5°, 766 mm). 

C,H,,N,0,.0;H;N,0, Ber. N 24,32 °, Gef. N 24,52 °, 

Das Histidin wurde als Pikrolonat isoliert (0,121 g), welches bei 
230°C unter Zersetzung schmolz. 

Als Lysinpikrat bekam ich 9,5 g Substanz, welche folgende Analysen- 
zahlen ergab. 

0,2584 o Substanz lieferten 41 ccm N (13°, 767 mm). 

C,H,,N,0,.C,H,N,0, Ber. N 18,67 °/, Gef. N 18,84, 


Es folgt nun eine Tabelle, welche die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Werte an Purin- und Hexonbasen im 
Kmbryo prozentisch darstellt. 





Bebriitungs- Hexonbasen 
. Purinbasen saci a ee 
— Arginin | Histidin Lysin 
9 Tage 0,0008 0,0009 | 0,0009 | 0,0102 
Mm wy 0,0162 0,0149 0,0005 0,1606 
| 
a 0,0102 0,0129 0,0007 0,1517 
x: 0,0102 0,0118 0,0008 0,1166 
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Uber die Oxyaminoverbindungen, welche die Biuret- 
reaktion zeigen.’) 


IV. Anhydridbildung der y-Amino-/-oxy-buttersaure. 
Von 
Masaji Tomita und Tomokichi Fukagawa. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Nagasaki.) 


Der Redaktion zugegangen am 23. August 1928.) 


Es liegen bereits Erfahrungen iiber «-Aminosiiuren vor 
daB die Ester und besonders die Methylester unter geeigneten 
Bedingungen sehr leicht Alkohol abspalten und in Diketo- 
piperazine tibergehen. Der gleiche Vorgang findet auch bei 
dem Methylester des Serins statt.*) Im Gegensatz zu dem 
Serin ist die Bildung des Diketopiperazins bei dem Isoserin 
nicht méglich, welches die Aminogruppe in der §-Stellung ent- 
halt. Der Isoserinmethylester verwandelt sich dabei in einen 
Dipeptidmethylester.*) Bei der Veresterung der y-Amino-«-oxy- 
buttersiure und d-Amino-c-oxy-valeriansiure mit Methylalkohol 
und Salzsiure haben Emil Fischer und Mitarbeiter‘) die 
entsprechenden Anhydride erhalten; aber nicht die Dipeptid- 
anhydride, sondern das §-Oxy-e-pyrrolidon und das §-Oxy- 
«-piperidon. Bei der ¢-Amino-g-oxy-capronsiure gelang es 
ihnen nicht, ein dem Oxypiperidon entsprechendes Produkt zu 
isolieren. 


') I. und II. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 158, $8.42 u. 58 (1926): 
III. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 169, 8. 263 (1927). 

#) E. Fischer u. U. Suzuki, Chem. Ber. Bd. 38, S. 4173 (1905). 

>) A. a. O. 

4) E. Fischer u. Goéddertz, Chem. Ber. Bd. 43, S. 3272 (1910): 
E. Fischer u. Zemplén, Chem. Ber. Bd. 42, S. 4878 (1909). 
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Diese Erfahrungen deuten auf das Bestehen einer engeren 
Beziehung zwischen der Anhydridbildung und der Stellung der 
Amino- und Oxygruppe hin. 

Da nun der Gedanke naheliegt, die Biuret gebende y-Amino- 
j-oxy-buttersiure, welche die Muttersubstanz des Carnitins 
ist?}, unter den Spaltungsprodukten der Proteine zu suchen, 
so haben wir ihr Verhalten bei der Veresterung studiert. Die 
Veresterung mit Methyl- oder Athylalkohol und Salzsiiure 
tindet allem Anschein nach leicht statt; als wir aber yer- 
suchten, den Ester in Freiheit zu setzen, erhielten wir an 
seiner Stelle das y-Oxy-e-pyrrolidon. Diese Verbindung wurde 
schon yon dem einen von uns (Tomita)?) durch Schmelzen 
jer y-Amino-S-oxy-buttersiure gewonnen. 

Das Verhalten der geschilderten Anhydridbildung erhellt 
aus folgendem Formelbild: 


CH,OH CH,NH, CH,NH, CH,NH, —CH,NH, 
CHNH, CHOH CH, CH, CHOH 
COOH COOH CHOH CH, CH, 
COOH CHOH COOH 
COOH 
Y Y Y Y Y 
CH,OH CH,NH, CH,—NH CH,—NH  CH,—NH 
CH-NH-CO — CHOH cu, | CH, CHOH| 
CO—NH—CH § CO—NH—CH, CHOH CH, CH, | 
CH,OH CHOH CO— CHOH ON- 
COOCH, co— 


Durch Erhitzen mit Barytwasser wird das y-Oxy-e-pyrro- 
lidon wieder in y-Amino-f-oxy-buttersiure riickverwandelt. 


Bildung des 7-Oxy-«-pyrrolidons bei der Veresterung 


4 


der y-Amino-/-oxy-buttersaure. 
5 g gepulverte y-Amino-/-oxy-buttersiiure werden in 100cem 
trocknem Methylalkohol suspendiert und ohne Abkiihlung 


1) M. Tomita u. Y. Sendju, Diese Zs. Bd. 1 
*) M. Tomita, Diese Zs. Bd. 124, 8S. 253 (192 
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trocknes Salzsiuregas bis zur Sittigung eingeleitet, wobei ein 
ganz kleiner Anteil ungelést zuriickbleibt. Beim Verdampfen 
des klaren Filtrates bekommt man den salzsauren Ester als 
Sirup. Um daraus den freien Ester zu gewinnen, haben wir 
den Sirup in 50 ccm Methylalkohol gelést, in einer kleinen 
Menge dieser Fliissigkeit titrimetrisch das Chlor bestimmt und 
dann die Hauptmenge der Fliissigkeit mit der fiir das Chlor 
berechneten Quantitat einer 2-proc. Auflésung von Natrium 
in Methylalkohol versetzt. Die von dem ausgefallten Chlor- 
natrium abfiltrierte Lésung wurde unter vermindertem Druck 
bis zum Sirup verdampft, der nach einigen Tagen krystallinisch 
erstarrte. Die Krystalle wurden aus heiBem Alkohol um- 
krystallisiert. Die Ausbeute betrug 3 g oder 70°/, der Theorie, 

0,1359 g Substanz gaben 0,2357 g CO, und 0,0850 g H,0O. 

C,H,NO, Ber. C 47,499), = -H 6,98 ¥, 
Gef. ,, 47,30 » 6,99 

Die Verbindung ist in Wasser leicht léslich. Auch von 
Methyl- und Athylalkohol wird sie ziemlich leicht, von Essig- 
ther aber schwerer aufgenommen; in Ather und Petrolither 
ist sie fast unléslich. Sie zeigt keine Biuretreaktion mehr. 
Mit Pikrinsiure und Natriumcarbonat gibt sie unter Evr- 
wirmung eine rote Farbung. Die aus Alkohol umkrystalli- 
sierte Substanz schmilzt bei 119° (unkorr.). Bei der Misch- 
probe mit der durch Schmelzen von y-Amino-§-oxy-buttersiure 
gewonnenen Verbindung zeigte sich keine Schmelzpunkts- 
depression. Mithin handelt es sich bei der Substanz nicht um 
Dipeptidanhydrid, sondern um ein Oxypyrrolidon. 

Dieselbe Substanz kann man auch bei der Veresterung 
mit Athylalkohol gewinnen. Aus 2g 7-Amino-8-oxy-butter- 
siiure erhielten wir 0,9 g. 

Die Riickverwandlung des y-Oxy-@-pyrrolidons in 7-Amino- 
8-oxy-buttersiiure erfolgt bei 1 stiindigem Erhitzen der Base 
mit der 10fachen Menge kaltgesiittigter Barytlésung auf 100”. 
Die alkalische Lisung wurde nach dem Abkiihlen mit ver- 
diinnter Schwefelsiure genau neutralisiert, filtriert und dann 
unter vermindertem Druck bis zum Sirup verdampft, der nach 
einigen lagen im Exsiccator krystallinisch erstarrte. Die 
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y-Amino-§-oxy-buttersiure liBt sich durch mehrmaliges Aus- 
waschen mit Alkohol von dem unverinderten Oxypyrrolidon 
leicht isolieren. Die riickverwandelte Aminosaure unterscheidet 
sich von dem letzteren durch die geringe Léslichkeit in abso- 
lutem Alkohol, héheren Schmelzpunkt und eine positive Biuret- 
reaktion. Die aus wiBrigem Alkohol umkrystallisierte Sub- 
stanz schmolz bei 214° (unkorr.) nnd gab folgende Zahlen: 
0,1254 g Substanz gaben 0,1852 g CO, und 0,0859 g H,O. 
C,H.NO, Ber. C 40,30°, H 7 


Pe ny ¢ 
Gef. ,, 40,27 








Uber den zeitlichen Verlauf der Milchsadurebildung 
bei der Muskelkontraktion. 


Bemerkungen zu der gleichnamigen Arbeit von G. Embden und 
E. Lehnartz in dieser Zeitschrift Bd. 176, 8. 231, 1928. 


Von 


Otto Meyerhof. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Biologie, Berlin-Dahlem. 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Juli 1928.) 


Vor etwa 38 Jahren teilten Embden und seine Mitarbeiter an ver- 
schiedenen Stellen Versuche mit?), nach denen die Hilfte der bei teta- 
nischer Kontraktion des Muskels gebildeten Milchsiure nicht wiihrend 
der Arbeitsleistung, sondern erst nach Ablauf des Tetanus gebildet 
wiirde. Sie schlossen daraus, daB die ,,Hill-Meyerhofsche Theorie“, 
wonach die im Kontraktionsmoment freiwerdende Energie zur Hauptsache 
einer Umwandlung von Kohlehydrat in Milchsiiure entstammt, nicht 
inchr aufrecht zu erhalten sei und stellten ihr die Ansicht entgegen, 
nach der ein erheblicher Teil, ,,vielleicht sogar der Gesamtbetrag der 
mechanischen Arbeitsleistung sich auf Kosten exotherm verlaufender 
kolloid-chemischer Prozesse vollzieht.?) 

Nachdem gezeigt war’), daB eine solche Nachbildung der Milch- 
siiure nur bei unphysiologisch starker direkter Reizung auftritt, wihrend 
bei schonender indirekter Reizung die Milchsiiurebildung innerhalb der 
methodischen Fehlergenauigkeit mit den mechanischen Veriinderungen 
des Muskels koinzidiert, haben die Autoren die Unbrauchbarkeit ihrer 
eigenen Versuche zum Beweise ihrer These anerkannt; auch haben sie 


1) Klin. Wochenschr. Bd. 8, 8. 1393 (1924); Handb. d. Physiol. 
Bd. 8, S. 401 (1924); Ber. d. ges. Physiol. Bd. 32, S. 690 (1925) usw. 

2) Deutsche Med. Wochenschr. 1925, S. 636. 

3) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Pfliigers Arch. Bd. 210, 8. 720 
(1925); Biochem, Zs. Bd. 168, 8S. 143 (1926); J. Suranyi, Pfliigers Arch, 
Bd. 214, 8. 228 (1926); D. Nachmansohn, Biochem. Zs. Bd. 196, 8, 79 
(1928). 
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die entgegenstehenden Resultate aus dem hiesigen Laboratorium keiner 
Nachpriifung unterzogen oder sie bestritten; ungeachtet dessen aber 
haben sie an dieser Annahme der Nachbildung der Milchsiure fest- 
gebalten. Der Beweis sollte sich aus neuen Messungen des ,,Oxydations- 
quotienten“ ergeben'), d.h. aus dem Verhiiltnis der in Sauerstoff total 
verschwundenen zu der (aus dem Sauerstoffverbrauch berechneten) oxy- 
dierten Milchsiuremenge. Sie erhielten niimlich bei Versuchen im Spiit- 
herbst in Serien von Einzelzuckungen von Froschmuskeln Werte des 
Oxydationsquotienten von 6—12, statt der in unseren Versuchen un- 
abhiingig von der Jahreszeit gefundenen Werte von 3—6. (Fiir diese 
Messungen verglichen sie die Mehrbildung an Milchsiiure in einem 
anaerob arbeitenden Muske) gegeniiber einem gleichzeitig aerob arbei- 
tenden mit dem Sauerstoffverbrauch des letzteren.) Es ist bereits friiher 
erértert?), daB eine solche Messung des Oxydationsquotienten, gleich- 
giiltig wie ihr Ergebnis ist, tiber den Zeitpunkt, in dem die Milchsiure 
gebildet wird, gar nichts aussagt. In einer soeben erschienenen Arbeit 
von A. Y. Hill’), die sich mit der gleichen Frage beschiiftigt, ist dies 
noch ausfiihrlicher in iiberzeugender Weise nachgewiesen. Zumal die 
Autoren selbst annehmen miissen, da8 in Muskeln, die auch nur teilweise 
mit Sauerstoff versorgt sind, die Milchsiure ausschlieBlich im Augenblick 
der Kontraktion entsteht (nur bei vélliger Anaerobiose wiirde dies anders 
sein), so brauchen wir einen Vorgang, der keinen Bestandteil der normalen 
Kontraktion bilden soll, fiir die Erklarung ihrer Energetik offenbar nicht 
in Betracht zu ziehen. Fiir die Behauptung, dab unter physiologischen 
Bedingungen etwa die Hilfte der Milchsiure erst nach der Erschlaffung 
auftrite, wird es also iiberzeugenderer Beweise als der bisherigen be- 
diirfen. 

Es ist deshalb hier nur die Frage zu erértern, wie sich die hohen 
Werte des Oxydationsquotienten in den Versuchen der Autoren erkliren. 
In einer der ihren iihnlichen Anordnung, aber unter Vermeidung ver- 
schiedener Fehlerquellen, ergab sich im hiesigen Laboratorium in Uber- 
einstimmung mit zahlreichen friiheren Versuchsreihen ein durchschnitt- 
licher Oxydationsquotient bei isometrischen Einzelzuckungen von 4,7 
(Schwankungen zwischen 3—6)*); ein ihnlicher berechnete sich auch aus 
ilteren Versuchen von J. Parnas.*®) Es wurde von uns nachgewiesen, 
daB wohl nicht die alleinige, aber eine wesentliche Ursache fiir die be- 


1) Emden, Lehnartz u. Henschel, Diese Zs. Bd. 165, 8S. 255 


*) O. Meyerhof u. W. Schulz, Pfliigers Arch. Bd. 217, S, 547 
(1927). 

*) Proc. Roy. Soc. B. Bd. 103, S. 179 ff (1928). 

) aa. QO. 

5) Biochem. Zs. Bd. 116, 8S. 192 (1921). 
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sonders hohen Oxydationsquotienten der Frankfurter Autoren in einem 
bei der Sauerstoffmessung begangenen Fehler zu suchen ist. Die Autoren 
haben nimlich die Messung in einem Augenblick begonnen, wo der 
Muskel mit Sauerstoff gesittigt war, aber abgebrochen, als der gréBte 
Teil des Muskelinneren sauerstoffleer war: Dieser aus dem Inneren 
des Muskels veratmete Sauerstoff, der natirlich entsprechend auch Milch- 
siure zum Verschwinden bringt, ist am Manometer nicht mit gemessen 
worden. Infolgedessen war in jedem Versuch der Sauerstoff- 
verbrauch zu gering, der Oxydationsquotient also zu groB 
bestimmt.') Um diese Fehlerquelle zu vermeiden, wiederholen sie 
ihre Versuche an 0,1 g schweren Sartorien mit dem gleichen wie dem 
friiheren Resultat. Rechnet man aus ihren Zahlen die beobachteten 
Ausschliige aus, so entsprechen sie etwa 3—6 mm Druckinderung am 
Manometer fiir die Sauerstoffaufnahme und der Bestimmung von 30 bis 
60 Mikrogramm Milchsiiure (wenn etwa ?/, des Gesamtvolumens zur 
Destillation kommt). Bei ihrer manometrischen Methodik, wenn man 
sich keiner Differentialanordnung bedient, kann aus verschiedenen 
Griinden die Genauigkeit nur etwa + 1mm betragen; die Milchsiure- 
bestimmung nach der Modifikation von Shaffer und Mitarbeitern wollen 
die Autoren auf 0,4 Mikrogramm genau ausfithren kénnen (20 Mikro- 
gramm mit einem Fehler von + 2°/,), was */,, Tropfen n/200-MaBflissig- 
keit, Jod und Bisulfit, entspricht.?) Auch ist die Bedingung, daB die 
symmetrischen Muskeln wihrend der Reizung den gleichen Atmungsanstieg 
aufweisen, wie die beiden Kontrollversuche des Sauerstoffverbrauchs 
zeigen, ganz und gar nicht erfiillt. 


1) Dieser Sachverhalt wird von den Autoren ganz miBverstanden, 
indem sie an zwei Stellen ihrer letzten Arbeit schreiben: ,,Wir wollen 
davon absehen, dab, falls wirklich in unseren Versuchen ein Teil des 
Muskelinneren anaerob arbeitet, nicht nur ein zu niedriger Sauerstoff- 
verbrauch gemessen wurde, sondern auch eine Erhéhung der Milchsiure- 
bildung erfolgen mubte. Hierdurch muBte nicht nur der Nenner, sondern 
auch der Zihler unseres Quotienten vergréBert werden, und es ist von 
vornherein kaum zu iibersehen, ob ein Fehler der von Meyerhof an- 
genommenen Art den Quotienten im Sinne einer Steigerung oder aber 
im Sinne einer Minderung beeinflubt.“ Nicht der Umstand, da8 im 
Inneren des Muskels der Sauerstoff mangelt und daher keine Milechsiure 
umsetzen kann, ist zu beanstanden, sondern daB zwar die verschwundene 
Milchsiure, aber nicht der verbrauchte Sauerstoff vollstindig gemessen 
worden ist. 

2) In einer aus dem Shafferschen Laboratorium veréffentlichten 
Arbeit zur Bestimmung kleinster Milchsiiuremengen unter Verwendung 
eines Volumens yon nur 5 cem Bisulfit bei der Titration (mit n/500-Jod) 
erhielten Davenport u. Davenport [Jl. of Biol. Chem. Bd. 76, 8. 651 
(1928)! bei 50—100 Mikrogramm Milchsiiure Fehler bis 15°). 
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Zeitlicher Verlauf der Milchsdurebildung bei der Muskelkontraktion. 309 


Mit einer solchen Versuchsanordnung, die sich weit innerhalb der 
methodischen Fehlergrenzen bewegt, beabsichtigen die Autoren nicht 
nur den gegen ihre friiheren Ergebnisse erhobenen Einwiinden zu be- 
gegnen, sondern auch dem Einwande zu entgehen, den sie selbst gegen 
die Versuche von O. Meyerhof und W. Schulz erheben, die einen 
Oxydationsquotienten von durchschnittlich 4,7 erhalten hatten. Denn 
diese letzteren Quotienten seien deshalb so klein ausgefallen, weil die 
»Arbeitsperioden mit langen Ruheperioden vermengt worden seien, also 
Zeiten mit hohen Oxydationsquotienten mit solehen niederer“. In der 
Tat hatte es sich in unseren Versuchen als notig herausgestellt, 0,5—0,9 g 
schwere Gastrocnemien 1—2 mal in der Minute durch einen maximalen 
Induktionsschlag zu reizen, damit die Nachdiffusion des Sauerstoffs mit dem 
Verbrauch Schritt halten konnte, und nach AbschluB der Reizung noch 
eine 1—2stiindige Nachperiode zur volligen Herstellung der urspriinglichen 
Sauerstoffverteilung folgen zu lassen. 180 Reize, die in den Versuchen 
Embdens in 30 Minuten gegeben wurden, entsprachen bei uns einer 
gesamten Arbeitsperiode (Reizperiode + Nachperiode) von 3—4 Stunden. 
Nun ist aber offenbar fiir eine solehe Vermengung von Reiz- und Ruhe- 
stoffwechsel nicht so sehr maBgebend, wieviel Reize in die Zeiteinheit 
entfallen, als welch ein Anteil des Sauerstoffverbrauchs auf die Arbeit 
und welcher auf den Ruheumsatz entfallt. Statt einer zu errechnenden 
maximalen Oxydationsgeschwindigkeit waihrend der Tatigkeit vom 20—30- 
fachen der Ruheatmung betrug in unseren Versuchen die mittlere Oxy- 
dationsgeschwindigkeit in der Reizperiode’) nur das 3—5dfache der vor- 
hergehenden Ruheperiode, unter Zugrundelegung der ganzen Mebzeit 
nur das 2,5—4,5fache. In den Versuchen der Autoren ist dies 
Verhiltnis aber noch viel ungiinstiger. Der Arbeitsverbrauch 
betrigt bei ihnen nimlich nur das 1,7—2,2fache der Ruhe- 
atmung in gleicher Zeit. Der Einwand, da8 der Arbeitsstoffwechsel 
durch einen zu groBen Anteil des Ruhestoffwechsels verkleinert sei, trifft 
also ihre eigenen Versuche noch in einem viel héheren Grade als die 
unseren. Nimmt man, wie sie es tun, als Oxydationsquotienten des 
Ruhestotfwechsels den von mir bestimmten Wert von 3—4 an, so erhilt 
man aus ihren Versuchen Quotienten des Arbeitsstoffwechsels von 15 
und mehr. Darum soll aber die Méglichkeit, dab das Verhiltnis der 
anaerob gebildeten zur oxydierten Milchsiure in bestimmten Fallen 
andere Werte annehmen kann, als bisher gefunden wurde, durchaus 
nicht a limine abgelehnt werden. Ein solches (vom Zeitverlauf der 
Milehsiure unabhiingiges) Vorkommnis erscheint aber auch durch die 
neuen Versuche der Autoren keineswegs einwandfrei erwiesen. 


')a.a.O., Tab. II, S.567. Zwei fiir die Berechnung des Orxy- 
lationsquotienten nicht benutzte Versuche mit abnorm hoher Ruheatmung 
sind hierbei unberiicksichtigt geblieben. 
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Aus diesem Grunde ist hier noch einmal das Wort ergriffen, wei! 
es zweckmibig ist, zunichst die experimentellen Tatbestiinde zu kliren, 
die Embden und seine Mitarbeiter zur Ablehnung der ,,Hill-Meyer- 
schen Theorie‘ und zur Aufstellung einer anderen veranlaBt haben. 
Ehe man z. B. zu der Ansicht Stellung nimmt, ob der Muskel bei der 
Kontraktion durch Milchsiurebildung an den ,,Verkiirzungsorten“ saurer 
oder durch reversiblen Zerfall von Hexosephosphat in Phosphat und 
Hexose, sowie durch eine reversible Abspaltung von Ammoniak alka- 
lischer wird, sollte entschieden sein, ob eine Abspa!tung von Phosphat 
aus Hexosephosphat in einem die Milchsdiurebildung iibertreffenden Um- 
fang bei der Kontraktion vorkommt') oder nicht®), ob Ammoniak bis zu 
einer der Milchsiiure nahezu iiquivalenten Menge bei der Kontraktion frei 
wird und nachher wieder verschwindet*) oder nicht.*) Auch der Zeitverlauf 
der Milchsiiure ist, wie von Embden und seinen Schiilern in ihrer 
ersten Arbeit selbst gezeigt wurde, einer direkten experimentellen Unter- 
suchung zuginglich und hat in unseren Versuchen zu einem dem ihrigen 
entgegengesetzten Resultate gefiihrt. Dasselbe kann gegeniiber der 
weiteren Annahme der Autoren gesagt werden, wonach kolloide Vor- 
giinge von groBem Energiebetrag auftreten sollen, die z. B. eine anaerobe 
Resynthese der Milchsiiure zu Kohlebydrat herbeifiihren kénnen. Der- 
artige kolloide Prozesse mit groBer Wirmetiénung wurden in den Ver- 
suchen des Verfassers vermiBt und das von den Frankfurter Autoren 
zu wiederholten Malen beschriebene anaerobe Verschwinden von Milch- 
siiure als irrtiimlich nachgewiesen.°®) Erst wenn entschieden ist, welche 
dieser entgegengesetzten Versuchsergebnisse zu Recht bestehen, erscheint 
es lohnend, die darauf begriindeten Theorien zu erértern. 


') Embden u. Lawaczek, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 (1922). 
> 


*) P. u. G. P. Eggleton, J. of Physiol. Bd. 65, $.15 (1928); 
O. Meyerhof u. K. Lohmann, unveréffentlichte Versuche. 

°) G. Emden, Klin. Wochetischr. Bd. 14, S. 628 (1927); Ber. d. 
ges. Physiol. Bd. 42, 8. 560 (1928). 

*) J. Parnas, Biochem. Zs. Bd. 184, 8. 399 (1927); D. Nachman- 
sohn, Biochem. Zs. Bd. 196, S. 93 (1928). 

*) F. Lipmann, Biochem. Zs, Bd. 191, 8S. 442 (1927). 


























Uber den zeitlichen Verlauf der Milchsiurebildung 
bei der Muskelkontraktion. 


Erwiderung auf die vorstehenden Bemerkungen von 0. Meyerhof. 
You 


G. Embden und E. Lehnartz. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt. 


Der Redaktion zugegangen am 15. August 1928, 


In seinen voranstehenden Bemerkungen beanstandet Meyerhof 
teils die technische Ausfiihrung der von uns unter obigem Titel kiirzlich 
in dieser Zeitschrift verdffentlichten Untersuchungen, teils die Schlu8- 
folgerungen, die wir aus ihnen ziehen. 

1. Wir gehen zunichst auf die Kritik unserer Milchsiurebestim- 
mungen ein. Meyerhof halt es nicht fiir méglich, die kleinen in unseren 
Versuchen in Betracht kommenden Milchsiiuremengen mit geniigender 
Genauigkeit zu bestimmen und bezweifelt die Angabe, wonach die Be- 
stimmung von Milchsiiuremengen bis herab zu 20 Mikrogramm mit einem 
Fehler von + 2°/, gelinge. Dab eine derartige Genauigkeit sich wirk- 
lich erreichen laBt, davon kann sich jeder iiberzeugen, der die von uns 
angegebenen Vorschriften fiir die Bestimmung der Milchsiiure nach dem 
von Fuerth-Charnassschen Prinzip genau einhilt.‘) Der in den 
Bestimmungen der letzten Arbeit angewandte Zusatz von Manganosulfat 
nach Shaffer’) erwies sich auch uns als eine bedeutungsvolle Ver- 
besserung, doch ist die erreichte Genauigkeit unserer Bestimmungen 
keineswegs nur von diesem Zusatz, sondern von der Innehaltung der 
Gesamtheit der friiher gegebenen Vorschriften abhiingig, so dab es nicht 
wundernehmen kann, da8 von Davenport’) weniger giinstige Ergeb- 
nisse erzielt wurden. In unserer letzten Arbeit wandten wir iibrigens 

1) Hirsch-Kauffmann, Diese Zs, Bd. 140, S. 25 (1924); Embden, 
a. a. QO. Bd. 143, S. 297 (1925). 

*) Friedemann, Cotonio u. Shaffer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 73 
S. 335 (1927). 

8) Davenport u. Davenport, Jl. of Biol. Chem. Bd. 76, 8S. 651 
(1928). 
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zur Titration nicht n,/200-, sondern n/500-Jodldsung an und titrierten in 
der Niihe des Umschlagspunktes nicht mit frei herabfallenden Tropfen, 
sondern lieben jeweils — wie dies in jedem auf Mikrotitrationen be- 
sonders eingesteliten Laboratorium iiblich sein diirfte — nur 0,005 bis 
0,01 cem aus der Biirette austreten. Der Umschlag ist bei Anwendung 
méglichst kleiner Fliissigkeitsmengen auberordentlich scharf. Die am 
Ende der Titration jeweils hinzugefiigte Menge von 0,005 cem n/500- 
Jodlésung entspricht 0,45 Mikrogramm Milchsiure, wodurch bei 20 Mikro- 
gramm ein Maximalfehler der Titration von kaum mehr als 2°), er- 
reicht wird. 

Da die genaue Kenntnis aller von uns angewandten methodischen 
Kinzelheiten nicht nur fiir die Nachpriifung unserer letzten Angaben, 
sondern iiberhaupt zur Durchfiihrung exakter Milchsiurebestimmungen 
an kleinsten Mengen nicht unwichtig sein diirfre, wird Lehnartz ihre 
eingehende Schilderung zum Gegenstand einer besonderen Verdffent- 
lichung in dieser Zeitschrift machen. Ubrigens wiirde an dem Ergebnis 
unserer Differenzbestimmungen auch dann nichts Wesentliches geiindert 
werden, wenn die unvermeidlichen Bestimmungsfehler erheblich gréBer 
wiren, als sie es tatsichlich sind. Wir sind gerne bereit, Herrn 
Meyerhof dureh persénliche Vorfiihrung von der Richtigkeit der von 
ihm angezweifelten Angaben zu iiberzeugen. 

2. Die Bestimmung des Sauerstoffverbrauches, deren Zuverliissigkeit 
von Meyerhof ebenfalls in Abrede gestellt wird, war in den Sartorius- 
versuchen wohl etwas ungenauer als in den friiheren Versuchen am 
Semimembranosus, doch erreicht der Fehler sicher nicht die von 
Meyerhof angenommene GréBe. Die Ubereinstimmung der Atmungs- 
werte in den beiderseitigen Muskeln bei gleicher Behandlung war 
iibrigens durchaus nicht so schlecht, wie Meyerhof es hinstellt. 


Wihrend */, stiindiger Tatigkeitsperioden — und diese Perioden kommen 
fiir die Beurteilung unserer ,,Oxydationsquotienten’ aussehlieBSlich in 
Betracht — betrug in den fiinf — nicht wie Meyerhof angibt zwei — 
veréffentlichten Kontrollversuchen in den beiden Muskeln die Atmung: 
in Versuch 4 53 und 41 emm 

5 6-62 » 62 

18 119 - 122 

19 48 , 43 

20 74 " 73 


Der héchste beobachtete Quotient wurde gerade bei der stirksten 
Atmung gefunden. Ein das Ergebnis unserer Versuche ernstlich beein- 
trichtigender Fehler der Atmungsbestimmung kommt also nicht in Be- 
tracht. Ein derartiger Fehler kénnte die Ergebnisse auch niemals nur 
in einer Richtung beeinflussen, und es wiire unverstindlich, warum wir 
bei Anwendung genau der gleichen Methodik auf die Ruheperioden 
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nach der Titigkeit regelmaBig weitaus niedrigere Oxydationsquotienten 
erhielten. Fiir die VerlaBlichkeit unserer Bestimmungen spricht ferner, 
daB AtmungsgréBe im Sauerstoffmuskel uad Milchsiuremehrgehalt im 
Stickstoffmuskel in den verschiedenen Versuchen mit einer Ausnahme 
durchaus parallel gehen, wie aus folgender Tabelle hervorgeht, in der 
die Versuche nach steigender Atmung geordnet sind. 





Sauerstofiverbrauch | Michsiiuremehrgehalt 
emm pro g in 30 Min. | °/, d.anaeroben Muskels 
a) 0,103 
64 0,098 
69 QO.i18 
72 0,127 
$9 0,150 
114 0.243 





Da ferner nach den unter 1. gemachten Angaben unsere Milchsaure- 
bestimmungen sicher einen hohen Genauigkeitsgrad besitzen, kénnen im 
Gegensatz zu der yon Meyerhof ausgesprochenen Vermutung unsere 
am Sartorius gewonnenen iibereinstimmenden Versuchsergebnisse un- 
méglich auf Fehler der Milchsiure- oder Sauerstottbestimmung zuriick- 
gefiihrt werden. 

3. Meyerhofglaubt nach wie vor, da durch die in unseren friiheren 
Versuchen am Semimembranosus von ihm wohl zu Recht angenommene, 
aber wegen der Zugrundelegung zu grober Muskelgewichte weit iiber- 
schitzte Unvollstindigkeit der Sauerstoffversorgung der Oxydations- 
quotient zu gering gefunden werden mu8te. Demgegeniiber miissen 
wir bei unserer Anschauung beharren, daB die Richtung der durch un- 
vollstindige Sauerstoffversorgung bedingten Anderung des Oxydations- 
quotienten sich von vornherein nicht iiberblicken libt; denn wenn auch 
der Sauerstoffverbrauch zu niedrig, die Milchsiurebildung aber richtig 
bestimmt wird, muf es angesichts der unvollstiindigen Sauerstoffversorgung 
im Muskel zu einer stiirkeren Milchsiurebildung kommen als es bei voll- 
stiindiger Sauerstoffversorgung der Fall gewesen wiire. Demnach muB — 
naturlich nicht durch den Mangel der Sauerstoffbestimmung, sondern 
durch den Mangel an Sauerstoff — der Milchsiuregehalt am Schlusse 
des Sauerstoffversuches héher gefunden werden als es bei vollstindiger 
Sauerstoffversorgung der Fall wire, oder — wie wir es ausdriickten — 
nicht nur der Ziihler, sondern auch der Nenner des Oxydationsquotienten 
wird gesteigert’.. Hiermit stimmt iibrigens iiberein, da® in den friitheren 
Sauerstoffversuchen am Semimembranosus unmittelbar nach AbschluB 
der Reizungsperiode regelmiBig Milchsiiurewerte gefunden wurden, die 
weitaus héher waren als die fiir diesen Muskel beobachteten Ruhewerte, 
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wiihrend dies bei den Sartoriusversuchen nicht der Fall war (vgl. di 
Tabb. 4 und 7 unserer letzten Arbeit). 

4. Wenn Meyerhof uns die Anschauung zuschreibt, daB in Muskeln, 
die auch nur teilweise mit Sauerstoff versorgt sind, die Milchsiure aus- 
schlieBlich im Augenblick der Kontraktion entsteht und dab dies nur 
bei vélliger Anaerobiose anders sein soll, so ist uns unerfindlich, auf 
welche unserer Angaben Meyerhof diese AuBerung griindet. Wir 
glauben gerade das Gegenteil, und dariiber hinaus halten wir es durch- 
aus fiir méglich, da8 auch im dauernd maximal mit Sauerstoff versorgten 
Muskel ein Teil der Milchsiiurebildung erst nach der Kontraktion erfolgt. 
Doch kénnen dariiber Versuche der von uns benutzten Anordnung selbst- 
verstindlich nie AufschluB geben, da die nachtrigliche Wiederbeseitigung 
dieser Milchsiiure aller Voraussicht. nach entsprechend dem Meyerhof- 
sehen Oxydationsquotienten erfolgt.') 

5. Unsere friiheren Versuche iiber die an einen Tetanus von einigen 
Sekunden sich anschlieBende nachtrigliche Milchséurebildung, die vou 
Meyerhof und Suranyi auf Uberreizung der Muskeln zuriickgefiihrt 
wurden, haben wir nicht wiederholt. Wir hatten eine derartige nach- 
triigliche Milehsiurebildung selbst nur in einem Teil unserer Versuche 
beobachtet und halten es von vornherein fiir wahrscheinlich, daB die 
methodischen Kinwinde Meyerhofs gegen unsere urspriingliche Ver- 
suchsanordnung berechtigt sind, was wir nunmehr wohl oft genug 
wiederholt haben. Diese Anordnung war ihrer ganzen Anlage nach 
zur Entscheidung der vorliegenden Frage weit weniger geeignet als die 
neuerlich von uns benutzte Methodik der Einzelreizung unter aeroben 
und anaeroben Bedingungen. 


1) Noch in einem anderen Punkte gibt Meyerhof die von meinen 
Mitarbeitern und mir entwickelten Anschauungen unrichtig wieder. Wir 
haben niemals ausgesprochen, da eine der Milchsiure nahezu iqui- 
valente Ammoniakmenge bei der Kontraktion frei wird, sondern im 
Gegenteil die Unabhingigkeit der Bildung von Milchsiiure und von 
Ammoniak der urspriinglich abweichenden Anschauung von Parnas 
und Mozolowski | Biochem. Zs. Bd. 184, S. 399 (1927)] gegeniiber scharf 
betont, und aus einer Reihe im Druck befindlicher Untersuchungen geht 
hervor, daB das Verhiltnis des wihrend einer Arbeitsperiode gebildeten 
Ammoniaks zu der gleichzeitig entstandenen Milchsiure je nach den be- 
sonderen biologischen Bedingungen bald die GréBe 1 erreichen, bald un- 
endlich klein sein kann. Chrzaszezewski und Mozolowski | Biochem. 
Zs. Bd. 194, S. 233 (1928)] haben iibrigens neuerlich die Anschauung von 
der gegenseitigen Abhiingigkeit der Ammoniak- und Milchsiiurebildung 
aufgegeben, wiihrend sich ihr Nachmansohn [Biochem. Zs. Bd. 196, 
S. 73 (1928)] in einer aus dem Laboratorium Meyerhofs stammenden 
Untersuchung noch nachtriiglich anschlieBt. Embden. 
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Im tibrigen halten wir es fiir unfruchtbar, im Augenblick auf die 
weiteren, mehr theoretischen Erérterungen Meyerhofs, die z. T. Wieder- 
holungen friiher von ihm vorgebrachter und, wie wir glauben, von uns 
widerlegter Argumente sind, niher einzugehen. Soweit dies nétig ist, 
werden wir uns mit ihnen und ebenso auch mit den kiirzlich von Hill’) 
gegen unsere Befunde und ihre Deutung erhobenen Bedenken an anderer 
Stelle ausfiihrlich beschiftigen. 

Dann werden auch auf Grund von Versuchen am isolierten Frosch- 
muskel durch teils im Druck befindliche, teils unmittelbar vor dem Ab- 
schluB stehende Untersuchungen einige der von Mey erhof aufgeworfenen 
Fragen, wie z. B. diejenige nach der Reversibilitit der im Kontraktions- 
moment auftretenden Ammoniakbildung und nach der im Kontraktions- 
moment erfolgenden Abspaltung von Phosphorsiiure aus Lactacidogen, 
ihre Beantwortung gefunden haben. 


') Proc. Roy. Soe. Ser. B. Bd. 103, 8. 179 (1928). 
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